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Kinige weitere physiologische Erfahrungen tiber das bestrahlte 
Ergosterin und seine Umwandlungsprodukte. 
Von 
Friedrich Holtz und Emma Schreiber. 
Mit 9 Figuren im Text und auf Tafel I. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Chem. Labor, Gottingen. *) 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. Juni 1930.) 





In der vorliegenden Arbeit soll besprochen werden das phar- 
makologische Priifungsergebnis einer Anzahl von Ergosterinbestrah- 
lungsprodukten, die auf Veranlassung von Herrn Prof. Windaus 
von seinen Schiilern dargestellt und uns zur Priifung im Tierver- 
such tiberlassen wurden. — Die ausfiihrliche Beschreibung der Dar- 
stellung, sowie der Kigenschaften dieser Priparate findet sich in 
einer Mitteilung von Windaus.?)**) 

Das durch Ultraviolettbestrahlung von Ergosterin entstehende 
Gemisch von Isomeren des Ergosterins besitzt neben seiner anti- 
rachitischen Wirksamkeit bei starker Uberdosierung toxische Kigen- 
schaften.* *) 

Wiahrend die meisten Forscher***) die Erkrankung nach Zu- 





*) In Zusammenarbeit mit den wissenschaftlichen Laboratorien der 
Chemischen Fabrik E. Merck-Darmstadt und der I. G. Farbenindustrie- 
Elberfeld., 

**) Die in der Windausschen Arbeit angegebenen pharmakologischen 
Wertigkeiten der einzelnen Priiparate sind etwas verschieden von den An- 
gaben dieser Arbeit, da gemeinsam mit den Firmen Merck und I. G. in- 
zwischen neue schiirfere Richtlinien fiir die Auswertung von Priiparaten 
festgelegt wurden. 

***) Hottinger*) (Kinderklinik Diisseldorf) hat auf Grund seiner Ratten- 
experimente die Ansicht vertreten, die ,,sklerosierende“, ,,toxische“ und 
,antirachitische‘ Wirkung von Vitamin-D-Priparaten sei bedingt durch 
verschiedene chemische Verbindungen. — Neuerdings hat auch Schieblich 
die Frage aufgeworfen, ob sich eine Parallelitit zwischen antirachitischer 
und toxischer Wirkung in Ergosterinbestrahlungsprodukten mit Sicherheit 
nachweisen 1aBt. 5) 
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fuhr groBer Gaben von bestrahltem Ergosterin als Hypervitaminose 
auffassen’*), haben wir bereits in unserer ersten Mitteilung tiber 
dieses Gebiet die Annahme vertreten, antirachitische und toxische 
Wirkung des bestrahlten Ergosterins seien nicht Folgen der ver- 
schiedenen Dosierung der gleichen Substanz, sondern vielleicht 
bedingt durch chemisch verschiedene Ergosterinumwandlungs- 
produkte. 


Es wurden Ergosterinbestrahlungsprodukte untersucht, die 
unter vélligem Sauerstoffabschlu8 und unter Benutzung des Mg- 
Funkenlichtes dargestellt waren. Das Mg-Funkenlicht schien 
wegen der Lage seiner Emissionen im Ultraviolett als besonders 
geeignet. Die Produkte wurden simtlich quantitativ ausgewertet 
auf antirachitische und toxische Wirksamkeit. Die Bestrahlungs- 
zeit variierte bei den untersuchten Priparaten, so daB in den 
einzelnen Versuchen variierende Anteile des Ergosterins um- 
gewandelt wurden. Nach der Bestrahlung und nach der Ent- 
fernung des unverainderten Ergosterins waren die mit Digitonin 
nicht fallbaren Anteile zur biologischen Priifung in Sesamél 
gelést worden; alle Gewichtsangaben beziehen sich im folgenden 
auf das durch Digitonin nicht fallbare Material. 


Die Auswertung auf antirachitische Wirkung geschah im prophylakti- 
schen Rattenversuch. — Als antirachitische Grenzdosis (Schutz-Einheits- 
Dosis D = S.E.D.) wird bezeichnet nach Scheunert-Schieblich®) die- 
jenige kleinste Substanzmenge, die bei mindestens 80°/, der Versuchstiere 
ein véllig normales Knochenwachstum erzeugt. Als Beleg fiir die Be- 
urteilung unserer Réntgenbilder dient die Fig. 1 auf TafelI, in der die 
Réntgenbefunde der linken hinteren Kniegelenke von drei verschiedenen Ver- 
suchsserien wiedergegeben sind. — Als toxische Grenzdosis (To. Gr.) wird be- 
zeichnet die kleinste Gewichtsmenge, die, ausgewachsenen Miiusen peroral 
zugefiihrt, in 10 Tagen eine Durchschnittsgewichtsabnahme von insgesamt '/, 
des Ausgangsgewichtes herbeifiihrt. — Zur Beurteilung der toxischen Wirk- 
samkeit wurde ferner bei einer Reihe von Priiparaten festgestellt, wieviel 
Tage lang eine bestimmte Dosis gegeben werden muBte, um das betreffende 
Tier (ausgewachsene Maus) zu téten (Tab.5). Um Zeit und Material zu 
sparen, benutzen wir jedoch meist die bereits oben erwiihnte, von Moll 
(Firma Merck) vorgeschlagene Auswertung der Toxizitit nach Gewichts- 
verlust. — Die genaue Vorschrift der Priifungsmethoden auf antirachitische 
und toxische Wirkung von Ergosterinbestrahlungsprodukten, wie sie in 
Gottingen (Biochem. Institut), Darmstadt (Merck) und Elberfeld (1.G. Farben- 
industrie) normalerweise benutzt werden, sollen demniichst an anderer Stelle 
bekannt gegeben werden. 


Wir haben in einer friiheren Mitteilung*) dargelegt, daB als 
typisches Friihsymptom der durch Uberdosierung von Vitamin-D- 
Lésung erzeugten Krankheit die Kalkeinlagerung in die Nieren 














Einige weitere physiol. Erfahrungen ib. d. bestrahlte Ergosterin usw. 3 


anzusehen ist. In Tab. 11 haben wir verglichen die Starke der 
Nierenverkalkung mit dem Gewichtsverlust bei den einzelnen 
Miusen. Die Tabelle beweist, daB Gewichtsverlust und Ver- 
kalkung einander weitgehend parallel gehen, und daB somit die 
GréBe der Gewichtsabnahme als Gradmesser fiir die Schwere der 
Erkrankung angesehen werden kann. 


Als Beleg unserer Ergebnisse geben wir im nachfolgenden 
die an fiinf verschiedenen Ergosterinbestrahlungsprodukten er- 
haltenen biologischen Analysen bekannt (Tab. 1—6). Simtliche 
Praparate hatten Analysenzahlen ergeben, die auf die Formel 
C,,H,,0 passen. 

Nach Tab. 6 geht die antirachitische Wirkung der unter- 
suchten Vitamin-D-Priparate der toxischen Wirkung nicht 
parallel, so daB Vitamin D nicht identisch sein diirfte mit dem 
toxischen Faktor. Auffillig ist die relativ geringe antirachitische 
Wirksamkeit des Praparates WB42b, das nach Entfernung des 
Lésungsmittels 5 Wochen lang im Vakuum unter LichtausschluB 
aufgehoben wurde. Das Priparat hatte in dieser Zeit sein 
Spektrum*) geindert (Fig. 2). Die antirachitische Grenzdosis, die 
urspriinglich (WB42) kleiner war als 0,006 7, war auf 0,04 7 ge- 
stiegen, wahrend die toxische Wirkung auBerordentlich hoch blieb. 
Durch das Lagern (,,Altern“) des vom Lésungsmittel befreiten Pri- 
parates wird somit die antirachitische Wirksamkeit herabgesetzt, 
wihrend die toxische Wirksamkeit scheinbar unverindert bleibt. 
Wir haben aber andererseits bisher niemals mit Sicherheit die 
Abnahme der antirachitischen Wirksamkeit eines Priparates fest- 
stellen kénnen, das in éliger Lésung (also analog dem Handels- 
priparat Vigantol) monatelang aufbewahrt wurde. 


Beim Erhitzen von Vitamin-D-Priparaten auf iiber 160°C 
indert sich das Absorptionsspektrum in sehr ihnlicher Weise 
(Fig. 3). Die pharmakologische Priifung derartiger Produkte, 
deren Resultate im nachfolgenden wiedergegeben werden, zeigten 
nun die bei der Alterung beobachteten Erscheinungen in ver- 
stirktem MaBe: Die antirachitische Wirksamkeit wurde durch 
das Erhitzen weitgehend vernichtet, wihrend die toxische Wirk- 
samkeit fast unverindert erhalten blieb (Tab. 6 [vgl. Praparat W 64 
und W64b], 7 und 8). 





*) Alle Spektren wurden aufgenommen von Herrn Smakula und sind 
zum Teil bereits in der zitierten Arbeit von Windaus wiedergegeben. 
1 * 
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Es wurde nun von Windaus und seinen Schiilern versucht, 
auf noch anderem Wege als durch Erhitzen antirachitisch un- 
wirksame, aber noch toxische Ergosterinumwandlungsprodukte zu 
gewinnen. — Die Oxydation mit Luftsauerstoff vernichtet gleich- 
zeitig die antirachitische und toxische Wirksamkeit. So war das 
oben erwihnte Priparat WB22 nach 7 tigiger Behandlung mit 
Sauerstoff in Tagesgaben von 17 antirachitisch, von 1 mg toxisch 
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mit Natrium—Athylalkohol die antirachitische Wirksamkeit der 
Vitamin-D-Priparate aufgehoben, wiihrend der toxische Faktor 
fast ungeschwicht erhalten bleibt gemi6 Tab. 6 (vgl. Praparat W 64 
und W63/64).* 1% 


Nachdem es gelungen war, den toxischen Faktor abzutrennen 
von dem Vitamin D, muBte festgestellt werden, wieweit die von 
uns und anderen Autoren beobachteten pharmakologischen Wir- 
kungen groBer Gaben bestrahlten Ergosterins allein auf den 
toxischen Faktor zuriickzufiihren sind; alle Erscheinungen, die 


“a 





“< 








Einige weitere physiol. Erfahrungen iib. d. bestrahlte Ergosterin usw. 5 


von den antirachitisch unwirksamen, aber toxisch wirksamen Prii- 
paraten erzeugt werden, kénnen nicht mehr als ,,Hypervitaminose“ 
aufgefaBt werden. 

1. Verkalkungen.*''*) Nach Herzenberg’) und Heubner®) 
miissen wir zwei verschiedenartige Verkalkungsvorginge als Folge 
der Vergiftung durch bestrahltes Ergosterin unterscheiden: Einer- 
seits die besonders von uns*) beschriebene Kalkeinlagerung in an- 
scheinend gesundes Gewebe, die reversibel ist (Holtz‘), Herzen- 
berg") und andererseits die irreversible Verkalkung von Ge- 
websteilen, die zuvor degenerative Verinderungen erlitten haben 
(Hiickel-Wenzel), Schmidtmann”). Ein Teil unseres Miuse- 
materials, an dem die quantitative Auswertung der Toxizitat anti- 
rachitisch unwirksamer Praparate (W54b, W64b, Weidlich III, 
W 63/64) erfolgt war, wurde nach Ablauf der 10 tagigen Ver- 
suchsperiode auf Nierenverkalkungen (Cossafairbung) untersucht. 
Nach Tab. 11 zeigen sowohl die untersuchten antirachitisch 
wirksamen als auch die antirachitisch unwirksamen, aber 
toxischen Priparate eine Verkalkung der Niere, die dem Ge- 
wichtsverlust der Miéause parallel geht; das _histologische 
Bild der Verkalkung ist in beiden Fallen véllig identisch. — 
Hiickel-Wenzel®) beschrieben fiir die irreversible Verkalkung 
der Arterien des Kaninchens als primiaren Vorgang eine herd- 
formige Auflockerung der Media. Diesen Befund konnten wir 
an unserem Hundematerial bestatigen, das durch die erwahnten 
antirachitisch unwirksamen Ergosterinumwandlungsprodukte ver- 
giftet wurde. Hund Nr. 20 (Gew. = 23,0 kg) erhielt z. B. vom 
19. 2.30 bis zum 23. 2. 30 taglich 80 mg der Substanz W54b 
= tiglich 200 mal die toxische Grenzdosis — ausgewertet an der 
Maus — (To.Gr.) oder insgesamt 1000 To.Gr. Das Tier starb 
am 26.2. 30 und ergab folgenden histologischen Aortenbefund 
(Putschar - Gottingen): In den inneren Schichten deutliche 
Quellungen, die elastische Membran hier durch homogene Fliissig- 
keit auseinandergesprengt. 

2. Hypercalcimie und Hyperphosphatimie: Neben Ver- 
kalkungen haben wir als ein weiteres Hauptsymptom der Uber- 
dosierungserkrankung den Anstieg der Calcium- und Phospat- 
ionen im Serum der Ratte festgestellt. Beim Hunde steigt der 
Kalkgehalt im Serum nach Zufuhr sehr groBer Gaben bestrahlten 
Ergosterins stets an. Nach der Tab. 12 und Figg. 4a und 4b ist 
die Geschwindigkeit des Calciumanstieges im Serum abhingig von 
der Menge des zugefiihrten bestrahlten Ergosterins, wenn man die 
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Menge umrechnet auf die im Miauseversuch ermittelte toxische 
Grenzdosis der betreffenden toxischen Substanz und auf einen 
Hund mit 1 qm Ké6rperoberfliche. 
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Figg. 4a und b. Serum-Ca nach Gaben von bestrahltem Ergosterin. 
a) Versuchstiere: 3 Hunde, 7 Monate alt, aus einem Wurf. b) Versuchstiere: Hunde. 


Die in Fig. 5 wiedergegebenen beiden Versuche wurden am 
gleichen Tier (4jahriger Hund) in einem Zwischenraum von 
8 Monaten ausgefiihrt. Das Tier zeigte im ersten Uberdosierungs- 
versuch auBerordentlich schwere allgemeine Krankheitserschei- 
nungen, wihrend das Befinden des Tieres in der ersten Periode 
des zweiten Versuches befriedigend war. Ob die auBerordentiich 
hohe Widerstandsfahigkeit gegen die Vergiftung durch Ergosterin- 
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Fig. 5. Zwei Uberdosierungsversuche ausgefihrt am gleichen Hunde im Abstand von 8 Monaten. 


bestrahlungsprodukte im zweiten Versuch als Folge der 8 Monate 
zuvor durchgemachten schweren Erkrankung anzusehen ist, kann 
nicht ohne weiteres als sicher angenommen werden; denn andere 
Hunde, die mehrmals iiberdosiert wurden, zeigten nicht das gleiche 
Verhalten (Tab. 12: Hund Nr. 6 Versuch Nr. 10 ab 29. 8. 29, 
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Nr. 17 ab 3. 2. 30. — Hund Nr. 15 Versuch Nr. 9 ab 11. 7. 29, 
Nr. 20 ab 30. 10. 29, Nr. 5 ab 19. 2. 30. — Hund Nr. 86 Versuch 
Nr. 11 ab 2. 7. 29, Nr. 8 ab 24. 10. 29, Nr. 16 ab 3. 2. 30). Nach 
diesen Versuchen, die an Hund Nr. 6, 15 und 86 ausgefiihrt 
wurden, kénnen sich Tiere klinisch von einer schweren Vergiftung 
durch bestrahltes Ergosterin véllig erholen — im Gegensatz zu 
der Auffassung von Schmidtmann’?). — Das Auftreten einer 
Hypercalcimie zeigen auch Hunde, die iiberdosiert wurden mit 
den antirachitisch unwirksamen Priparaten (Tab. 12 Versuch 4, 
5, 12, Fig. 8, 9). Die Priparate W54b und W63/64 scheinen 
fir den Hund eine relativ bedeutend gréBere Giftigkeit zu be- 
sitzen als fiir die Maus, wenn wir vergleichen mit der Toxizitit 
der iibrigen untersuchten Priparate (vgl. bierzu Abs. 4 und 
Tab. 12). — Im Hinblick auf die dominierenden Symptome der 
Vergiftung durch bestrahltes Ergosterin: Verkalkung und Hyper- 
calcimie, wollen wir, einem Vorschlag Heubners folgend, das 
wirksame Prinzip mit dem Worte ,,Calcinosefaktor“ bezeichnen. 

Die Wirkung der Ergosterinbestrahlungsprodukte auf den 
Phosphatgehalt im Serum des Hundes ist nicht konstant (Tab. 12, 
Figg. 6, 7). In manchen Fallen allerdings beobachteten wir zu- 
nachst ein gleichzeitiges Ansteigen des Phosphat- und Kalk- 
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gehaltes im Serum. Kin Absinken des Phosphatgehaltes unter 
den Normalwert konnten wir niemals feststellen. Der héchste 
bei uns beobachtete Niichternphosphorwert nach Vergiftung mit 
bestrahltem Ergosterin betriigt im Hundeversuch 17,7 mg °/,. Bei 
einem Kaninchen stieg der Phosphor in unseren Versuchen 
maximal bis zu 16,5 mg °/, an. Jones-Rapoport- Hodes?!) 
beobachteten bei einem parathyreoektomierten Hund nach Zufuhr 
von bestrahltem Ergosterin im Serum 47,3 mg °/, Ca und gleich- 
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zeitig 19,1 mg°/, anorganischen Phosphor. Auch der Vitamin-D- 
freie Calcinosefaktor zeigt die gleiche Wirkung auf den Phosphor- 
gehalt nach Tab. 12 und Figg. 8 und 9. — Als weiterer Beleg 
fir die véllig gleichartige Wirkung der antirachitisch wirksamen, 
sowie der antirachitisch unwirksamen Priiparate auf den Kalk- 
und Phosphorgehalt im Serum bei Uberdosierung kann auch die 
im Absatz 3 angefihrte Tab. 13 dienen. 
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3. Absolute VergréBerung der alimentiren Hyper- 
phosphatimie und Hypercalcimie (Warkany-Effekt)}%). 
Warkany beobachtet, daB der Anstieg des Phosphatgehaltes im 
Kaninchenserum nach peroraler Phosphatgabe bei einem mit be- 
strahltem Ergosterin vergifteten Tiere gréfer ist als bei einem 
Normaltiere (T'ab. 13). Dieser Effekt der absoluten VergréBerung 
der alimentiren Hyperphosphatamie la8t sicht auch beim Hunde, 
aber nicht so regelmiéBig, auslésen (‘Tab. 13). Auch peroral zu- 
gefiihrte Kalksalze werden beim Kaninchen (aber anscheinend 
nicht beim Hunde!), das groBe Dosen von bestrahltem Ergosterin 
erhielt, langsamer und schwerer aus der Blutbahn entfernt, so 
daB die alimentiire Hypercalcimie meist héher itiber den Aus- 
gangswert ansteigt als beim Normaltier (Tab. 13). — Die Priparate, 
in denen das autirachitische Vitamin durch Erhitzen oder Hydrieren 
mit Natrium—Athylalkohol zerstért wurde, geben ebenfalls diese 
Wirkung sowohl auf den Phosphat- als auf den Calciumgehalt 
des Serums (‘l'ab. 13). 


Klinisch-chemisch kommt die Heilung einer Rachitis durch 
den Anstieg des pathologisch niedrigen Phosphatgehaltes im 
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Serum zum Normalwert hin zum Ausdruck. Es wurde in Riick- 
sicht hierauf der Gedanke ausgesprochen (Windaus, Heubner’), 
daB das Vitamin D den Phosphatgehalt, der Calcinosefaktor da- 
gegen den Kalkgehalt des Serums reguliert. Unsere Versuche 
unter Absatz 2 und 3 beweisen, da8 der Calcinosefaktor gleich- 
zeitig den Calcium- und Phosphatgehalt des Serums beeinfluBt. 
Es bleibt aber die Frage offen, ob die Wirkung auf den Phosphat- 
gehalt nicht nur als Sekundirerscheinung der Hypercalcimie 
aufzufassen ist. | 

4. Allgemeinsymptome: Die Vergiftung durch bestrahltes 
Ergosterin zeigt sich ferner in einer Reihe von Allgemeinsymptomen, 
die nur zum Teil auf die Verkalkungen und die Hypercalcimie 
zurickgefiihrt werden kénnen. Die Tiere werden mit wachsendem 
Calciumgehalt im Serum stindig matter, bei schwerer Vergiftung 
liegt das betreffende Tier véllig apathisch und kraftlos im Kiafig, 
unfahig sich zu erheben. Ein ahnliches Symptombild beobachtet 
Stern-Moskau nach intraventrikulirer Injektion von kleinen 
Calciummengen, so da8 wir dieses Symptom vielleicht auf den 
KinfluB der Hypercalcimie auf das Zentralnervensystem zuriick- 
fiihren kénnen. Die Tiere leiden ferner fast stets unter auBer- 
ordentlichem Durst und trinken grofe Fliissigkeitsmengen. Durst 
und Nahrungsverweigerung beobachteten wir meist auch dann, 
wenn bereits der Kalkgehalt im Serum nach Aussetzen der Zufuhr 
des bestrahlten Ergosterins von seinem Maximalwert stark sank. 
Ferner litten vergiftete Hunde und Katzen sehr unter Brechreiz: 
Auch beim fastenden Tier werden aus dem leeren Magen-Darm- 
Kanal gelbe schleimige Massen hervorgewiirgt. — Dieser gesamte 
Allgemein-Symptomkomplex der Vergiftung durch bestrahltes 
Ergosterin wird auch ausgelést durch Vergiftung mit den anti- 
rachitisch unwirksamen Priparaten, ist also ebenfalls nicht als 
Hypervitaminose, sondern als Vergiftung durch den Calcinosefaktor 
aufzufassen. Es ist auffallend, daB die Schwere der Allgemein- 
symptome nicht mit dem Anstieg des Calciumgehaltes im Serum 
parallel zu gehen braucht. 

5. Kreislaufinsuffizienz: Wenn wir Hunde mit Vitamin- 
D-Lésungen iiberdosierten, so wurde die Entnahme von Blut aus 
den Venen zu analytischen Zwecken zunehmend schwieriger. Es 
war uns bereits friiher die auBerordentliche Hyperimie in inneren 
Organen der Ratte, besonders in der Leber anfgefallen. Auch 
bei Hunden, die durch Zufuhr groBer Dosen von bestrahltem 
Ergosterin getétet waren, macht sich hiufig die auBerordentliche 
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Blutfiille der Organe der Leibeshéhle bemerkbar. Das Bild er- 
weckte hiaufig den Eimdruck einer schweren Blutstauung. Es 
fanden sich ferner bei einer Anzahl von Hunden schwerste 
Hiimorrhagien in der Wand des Verdauungstraktes, zumeist im 
Magen. Oft erscheint die Mukosa des Magens durch gewaltige 
Blutmassen von der Unterlage abgehoben. Wenn diese Blut- 
massen sich einen Weg durch die Mukosa ins Lumen des Magen- 
Darmkanales brechen, so kénnen Blutmengen bis zu einem halben 
Liter von dem vergifteten Tiere erbrochen werden. In der Mu- 
kosa sieht man hiaufig kleine Geschwiire. — Diese Blutungen 
zeigen sich bereits oft wenige Tage nach Beginn der Zufuhr von 
bestrahltem Ergosterin; sie stehen in keinem Zusammenhange mit 
der Héhe des Kalkgehaltes im Serum. — Auch auf Zufuhr der 
erhitzten oder hydrierten, antirachitisch unwirksamen Priparate 
entstehen diese Krankheitserscheinungen. — Wir glauben, daB 
Kreislaufstérungen wohl in erster Linie als Todesursache bei der 
Vergiftung durch Ergosterin-Bestrahlungsprodukte aufzufassen sind. 

6. Die Beeinflussung der parathyreopriven Tetanie. 

Stern heilte 1928 mit Tagesdosen von etwa 10 mg Vigantol 
eine Tetania parathyreopriva bei einer 36jahrigen Patientin}*). 
Demole und Christ?) und ferner Jones-Rapoport-Hodes?!}) 
bewiesen, daB Hunde, denen die Nebenschilddriisen vollkommen 
entfernt waren, durch Zufuhr von bestrahltem Ergosterin am 
Leben erhalten werden kénnen. Auch nach unseren Versuchen 
laBt sich prophylaktisch und therapeutisch die experimentelle 
parathyreoprive Tetanie des Hundes durch Zufuhr von Ergosterin- 
Bestrahlungsprodukten beeinflussen. Die Entfernung der Neben- 
schilddriisen (einscblieBlich der Schilddriisen) pflegen wir meist 
vorzunehmen an Tieren, deren Serumkalk durch Zufuhr von be- 
strahltem Ergosterin zuvor leicht in die Héhe getrieben wurde; 
die prophylaktische Wirkung des zugefiihrten bestrahlten Ergosterins 
verzogert dann den Ausbruch der ‘etanie um eine bestimmte 
Zeit, und wihrend dieser vollzieht sich die Heilung der Wunde 
und die vollige Erholung des Tieres von den direkten Folgen 
der Operation. Wenn sich die Beeinflussung der experimentellen 
parathyreopriven Tetanie auf dem Wege iiber den Kalkgehalt des 
Serums vollzieht, so muBte auch unser vitaminfreier Calcinose- 
faktor ein wirksames Mittel zur Bekimpfung der Tetanie dar- 
stellen. Es gelingt nun in der Tat durch relativ kleine Gaben 
des Calcinosefaktors, die parathyreoprive Tetanie zu beeinflussen 
gemiB nachfolgenden Versuchsprotokollen: 
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Hiindin Nr. 130. Gewicht 11 kg. 











30. 
31. 
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PRAM UM 





3400 To.Gr./m? O WB 22 peroral 


Exstirpation der Schilddriise und Nebenschilddriisen 


3 mg Thyroxin Schering subcutan 


Tetanie. 1,5 g CaCl, intravends 
24 To.Gr./m?O W 63/64 peroral 
24 To.Gr./m?O W 63/64 peroral 


2mg Thyroxin Schering subcutan 


12 To.Gr./m? O W 63/64 peroral 


Fiinf normale Junge geworfen 
12 To.Gr./m? O W 63/64 peroral 
Junge von der Mutter entfernt 
Tetanie. 1g CaCl, intravenés 
24 To.Gr./m? O W 63/64 peroral 
120 To.Gr./m*? O W 63/64 peroral 


120 To.Gr./m?O W 63/64 peroral 


120 To.Gr./m? O W 63/64 peroral 
280 To.Gr./m? O W 63/64 peroral 


Hund Nr. 136. Gewicht 21 kg. 


Exstirpation der Schilddriise u. der Nebenschilddriise 
35 To.Gr./m? O W 63/64 peroral 
35 To.Gr./m? O W 63/64 peroral 


2 mg Thyroxin Schering subcutan 


20 Einheiten Para-Thor-Mone Lilly subeutan 
20 Einheiten Para-Thor-Mone Lilly subcutan 








Serum-Ca 


16,9 


11,4 
12,7 


8,5 


11,2 
11,0 
10,3 
10,1 


10,0 
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Hund Nr. 186. Gewicht 21 kg (Fortsetzung). 

















Datum mg-°/, 
1930 Serum-Ca 
20. 5. 2 mg Thyroxin Schering subeutan 6,5 
18 To.Gr./m? O W 64b peroral 
21. 5 6,8 
22, 5 6,2 
23. 5 6,3 
24. 5 9 To.Gr./m? O W 64b peroral 6,3 
26. 5 Leichte Tetanie 6,5 
27. 5 Tetanie. 1g CaCl, intravends 6,8 
90 To.-Gr./m? O W 64b peroral 
28. 5 7,4 
30. 5 190 To.Gr./m*? O W 64b peroral 7,2 
2 mg Thyroxin Schering sabcutan 
81. 5. 190 To.Gr./m? O W 64b peroral 8,6 
2. 6. 190 To.Gr./m? O W 64b peroral 10,1 
3. 6. 190 To.Gr./m? O W 64b peroral 12,0 
4. 6. 190 ‘To.Gr./m? O W 64b peroral 
5. 6. 13,5 





In dieser Arbeit wurde bewiesen, dab die von zahlreichen 
Autoren als Hypervitaminose bezeichnete Vergiftung mit be- 
strahltem Ergosterin nicht auf Zufuhr von iibergroBen Gaben 
Vitamin D beruht, sondern eine Folgeerscheinung des zugefiihrten — 
bei der Bestrahlung entstandenen — ,,Calcinosefaktors“ ist. Das 
Mengenverhiltnis des gebildeten Vitamins D zu dem gebildeten 
Calcinosefaktor scheint innerhalb sehr enger Grenzen zu schwanken, 
ob man nun mit Mg-Funken oder Hg-Licht bestrahlt, mit oder ohne 
Filter, ob man mit dem Lésungsmittel oder der Zeitdauer bei 
der Bestrahlung wechselt. So ist es zu erkliren, daB bei einer 
Oberflichlichen Auswertung der antirachitischen und toxischen 
Grenzdosis von zahlreichen Forschern’) eine Parallelitit beob- 
achtet wurde. 

Es ist bis heute noch auf keine Weise gelungen, ein antirachi- 
tisch wirksames, aber toxisch unwirksames Priaparat herzustellen, 
und wir kénnen daher auch noch nachfolgende zweite Deutung der 
Befunde dieser Arbeit geben: Bei der Ultraviolettbestrahlung ent- 
steht aus Ergosterin eine chemische Verbindung, die gleichzeitig 
den antirachitischen und Calcinosefaktor darstellt. Durch be- 
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stimmte Eingriffe (Erhitzen und vorsichtiges Hydrieren) wird dieses 
Ergosterinderivat so verandert, daB die antirachitische Wirksam- 
keit verschwindet, die toxische, durch eine andere Atomgruppe 
bedingte Wirksamkeit aber erhalten bleibt. 
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Bemerkung zu den Tabellen 1—5 und 7—11. 


A = Zahl der Versuchsratten, die nach 14 Tagen McCollum-Diit 3148 
und gleichzeitiger Zufuhr der betreffenden Tagesdosis nach dem Réntgen- 
- pbild als rachitisch, als prophylaktisch vor Rachitis geschiitzt oder als 
Zwischenstufe zwischen rachitisch und gesund: als fraglich befunden 
wurden. 

T’ = Zahl der Versuchsmiiuse, die innerhalb von 10 Tagen starben, 
iiber 15°/,, 10—15°/, oder unter 10°/, Gewichtsverlust zeigten. 

G = Gewichtsverlust innerhalb von 10 Tagen, in Prozent des Aus- 
gangsgewichtes der ‘Tiere. 
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Friedrich Holtz und Emma Schreiber, 








20 
Tabelle 
Gehalt des Hundeserums an Calcium und anorganischem Phosphor in 
glilel | Ge- | i ‘toa | 
ai ™ 2]. > Tagesgabe || samt- | _ pons genetic 
2| 7 | ‘© | Substanz | 3 gabe 1 3 
ois 4 — |- - 
<2 ole 3 |To.Gr,jkg | To.Gr,/m* 0 
106 | 21,4 A 9] 3,7 90) 
2/117]100] N 11] 8,0 || 155 
3} 110]22,9] KW52 | 8] 7,2 | 180] 
4] 20/230] W54b | 5] 8,7 | 220 
5] 15]24,5] W 63/64 | 4] 10,2 255 | 
6} 50] 44,0 A 8} 9,1 || 285) 
7/111]27,6| KW52 | 8] 11,9 || 325) 
s| 86/240] KW52 [11] 13,7 || 355) 
9] 15] 29,5 A 8] 13,6 | 875) 
10 6} 21,0] KW 52 8} 15,7 385 
11] 86] 26,7 A 8} 15,0 | 400. 
12]109]21,1]Weidl. IIT] 6] 16,5 440 
13] 120] 28,1 N 10] 17,8 | 485 
14/115] 9,0 N 8] 27,8 | 520 4170.19 
15] 106]24,5] KW 52 8} 20,4 | 530 4210 |i 
16] 86/246] N 9] 20,3 | 5380 4750 
17 6 | 20,5 N 9} 24,4 590 5300. ut) 
18] 105 | 15,1 A 13] 26,5 || 590 7660 ... 
19} 129] 17,9 N 18] 28,0 650 11700 sae 
20| 15]26,7] KW52 | 6] 24,8 || 660 3960 |.19:2 
21} 105] 15,0 N 42] 33,3 735 | 7350 i 
22/116] 86] N 4] 87,0 || 1595 6390 1.27 a 
















































































Punktierte Flichen: Tage, an denen bestrahites Ergosterin 
Die Tagesgaben, bezogen auf die fiir die Maus toxische Grenzdosis (To.Gr.), 
A und N sind Priparate, die durch Bestrahlung von Ergosterin ia 
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Einige weitere physiol. Erfahrungen iib. d. bestrahlte Ergosterin usw. 21 


le 12. 
in mg-°/, unter der Einwirkung tiglicher Gaben von bestrahltem Ergosterin. 








ma y Beginn der Zufuhr von bestrahltem Ergosterin 
























































4 5 6 7 8 9 10 11 12 
p- Ca PiCa P{Ca PiCa P 
ioe 11,9 
reetetty: 17,6 ee HSssHi24 ss 
HE i 7 
8 Sesss . 12, 
ae 19,8 21,8 
15,0 
17,0 3 16,2 
16,0 
15.9 
16.3 
7,3 
15.9 
19.9 
8.4 
16.9 
7,1 
21,2 
iv.e 
16,3 15,6 15,4 15,4 
% gegeben wurde, — Zahl dieser Tage in der finften Spalte. 
sind umgerechnet auf 1 kg Kérpergewlcht und auf 1 qm Kérperoberfliche (= 0). 
alkoholischer Lésung mit Hg-Licht (Héhensonne) dargestellt wurden. 








or SemNie 


F. Holtz u. E. Schreiber, Einige weitere physiol. Erfahrungen usw. 
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Die elementare Zusammensetzung des krystallisierten 
Oxyhamocyanins von Helix pomatia. 


Von 


F. Hernler und E. Philippi. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat in Innsbruck.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25, Juni 1930.) 


Das Studium der Himocyanine verschiedener Herkunft scheint 
sich in der letzten Zeit eines gesteigerten Interesses von Forschern 
aller Nationen zu erfreuen. Es ist hier nicht der Ort, um auf die 
ganze, bereits recht umfangreiche Literatur dieses Gebietes niher 
einzugehen, erwihnt seien hier nur die umfassenden und ge- 
diegenen Arbeiten von Ch. Dhéré), woselbst auch weitere Lite- 
ratur zu finden ist, von Redfield und in letzter Zeit auch 
The Svedberg, die sich namentlich mit der Frage des Molekular- 
gewichtes befassen. 

Gerade die analytische Untersuchung wirklich reiner, kry- 
stallisierter Oxyhimocyanine ist aber dabei recht wenig beriick- 
sichtigt worden. Eine ganze Reihe von Autoren hat zwar den 
Kupfergehalt von je 100 ccm des betreffenden Blutes mit mehr 
oder weniger Sorgfalt bestimmt, krystallisiertes Oxyhimocyanin 
ist aber nur von sehr wenigen Forschern untersucht worden. Wir 
méchten an dieser Stelle nennen: Dhéré'), Burdel’), Bege- 
mann *) Henze‘) und Alsberg’), von denen die ersten drei Himo- 
cyanin von Helix pomatia in bezug auf den Cu-Gehalt unter- 
suchten, wahrend Henze eine Totalanalyse von krystallisiertem 
Hamocyanin aus Oktopus, Alsberg aber von nicht krystallisiertem 
aus Limulus ausfiihrte. Von den alteren Arbeiten von Griffith 
(Compt. rend. 1892) glauben wir absehen zu kénnen, da sie 





1) Revue Suisse de Zoologie 35, 287 FuBnote (1928). 

*) Thése, Fribourg, Suisse, 1922, Contribution a l'étude des hémo- 
cyanines. 

8) Ztschr. f. vergl. Physiol. 2, 381 (1915), s. auch Diss. Utrecht, 1924, 
Over de Ademhalingsfunctie van Haemocyanine. 

4) Diese Z. 33, 370 (1901). 

5) Journ. of biolog. Chem. 8, 1 (1910). 
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sich wohl schwerlich auf reines Material beziehen. Die Cu- Werte 
von Dhéré und Burdel (Extrem zwischen 0,239 und 0,256°/,) 
stimmen recht gut mit denen von Begemann (0,256°/,). Immerhin 
schien es uns mit Hinblick auf Untersuchungen, iiber die spiiter 
berichtet werden soll, wiinschenswert, die Totalanalyse eines ein- 
wandfreien, krystallisierten Oxyhamocyanins (in unserem Falle aus 
Helix pomatia) festzulegen. 

Das Material hierzu stellte uns Prof. Ch. Dhéré (Fribourg, 
Schweiz) in liebenswiirdigster Weise zur Verfiigung, wofir wir ihm 
auch an dieser Stelle ergebenst danken. Es handelte sich um 
vier Proben reinsten, krystallisierten Oxyhimocyanins, die zu ver- 
schiedener Zeit von verschiedenen Experimentatoren durch Dialyse 
von Blut aus Helix pomatia in seinem Institut gewonnen wurden 
und sich durch die Art der endgiiltigen Isolierung (z. B. Waschen 
oder Nichtwaschen des Centrifugates, Umkrystallisieren unter Zusatz 
einer Spur eines Elektrolyten durch erneute Dialyse) unterschieden. 
Unsere erste Sorge galt der Frage, in welchem Zustande der 
Trocknung man das Oxyhimocyanin eigentlich zur Analyse bringen 
soll. Wir entschieden uns fir die Analyse in luftrockenem Zu- 
stande, von der Annahme ausgehend, da8 die Wagefehler beim 
Kinwigen einer scharf getrockneten Substanz voraussichtlich 
gréBer sein werden, als die durch Schwankungen im Luftfeuchtig- 
keitsgehalt bedingten Fehler. Eine orientierende Trocknung bei 110° 
ergab einen Gewichtsverlust von 6,45°/, gegeniiber lufttrockener 
Substanz, womit diese Art der Trocknung unseres Erachtens aus- 
scheidet, da man ja nicht sicher ist, daf dabei nicht tiefgreifende 
Verinderungen im Molekiil erfolgen. Hingegen konnten wir be- 
obachten, daB unsere lufttrockenen Proben tatsichlich gemiB dem 
verinderten Luftfeuchtigkeitsgrad geringe Gewichtsschwankungen 
aufwiesen, die aber weit innerhalb der zu gewiartigenden analy- 
tischen Fehlergrenzen blieben. Andererseits erblicken wir darin 
den Beweis, da8 krystallisiertes Oxyhimocyanin auch bei langerem 
Aufbewahren keiner fortschreitenden Verinderung bzw. Ein- 
trocknung unterliegt. 

Simtliche Analysen fihrten wir nach Pregl durch. Dabei 
arbeiteten wir nach dem ,,Blockierungsverfahren“, das heiBt, wir 
verbrannten am Anfang und am Ende jeder Serie eine Test- 
substanz, um uns vom einwandfreien Funktionieren der Apparatur 
zu iiberzeugen. DaB die mikroanalytische Kupferbestimmung durch 
Elektrolyse auch bei den von uns verwendeten kleinen Substanz- 
mengen, wenigen Zehntelmilligramm Cu entsprechend, noch ver- 




















liBliche Werte liefert, dariiber haben wir bereits in der Ztschr. 


Mikrochemie, Emich-Festband 1930, naher berichtet. 


Unsere verschiedenen Proben, die wir mit I—IV _ bezeichnen 
und die sémtlich an der Luft bis zur Konstanz getrocknet waren, 


ergaben folgende Resultate: 
C-H-Bestimmungen. 


I. 1. 4,809 mg Substanz gaben 8,599 mg CO,, 3,049 mg H,0. 


Gef. C 48,77°/, H 1,10°%, 


2. 5,119 mg Substanz gaben 9,135 mg CO,, 3,159 mg H,0. 


Gef. C 48,67°/, H 6,91 °/, 


II. 5,164 mg Substanz gaben 9,151 mg CO,, 3,239 mg H,0O. 


Gef. C 48,33 °/, H 7,02 °/, 


Ill. 5,770 mg Substanz gaben 10,264 mg CO,, 3,693 mg H,0O. 


Gef. C 48,51°/, H 17,16°/, 


IV. 6,941 mg Substanz gaben 12,383 mg CO,, 4,343 mg H,O. 


Gef. C 48,66°/, H 7,00°/, 


N-Bestimmungen. 


I. 1. 7,848 mg Substanz gaben 1,028 ecm N, (715 mm, 22°). 


Gef. N 14,26 °/, 


2. 4,449 mg Substanz gaben 0,585 ccm N, (705 mm, 20°). 


Gef. N 14,21 °, 

II. 4,412 mg Substanz gaben 0,563 cem N, (717 mm, 16°). 
Gef. N 14,22 °/, 

III. 4,410 mg Substanz gaben 0,559 ccm N, (717 mm, 16°). 
Gef. N 14,13 °/, 

IV. 4,041 mg Substanz gaben 0,524 ccm N, (715 mm, 15°). 
Gef. N 14,46 °/, 


Cu-Bestimmungen. 


I. 1. Durch Veraschen im Pt-Tiegel. 203,050 mg Substanz gaben 


0,596 mg Asche. Diese als reines CuO gerechnet. 
Gef. Cu 0,235 °/, 

Diese Asche gelést und elektrolysiert: 0,466 mg Cu. 
Gef. Cu 0,230 °, 


2. Diese und alle folgenden durch nasse Verbrennung im Mikro- 
Kjeldahl-Kolben und nachfolgende Elektrolyse. 104,947 mg Sub- 


stanz gaben 0,251 mg Cu. 
Gef. Cu 0,239 °/, 
II. 1. 127,447 mg Substanz gaben 0,283 mg Cu. 
Gef. Cu 0,222 °/, 
2. 102,034 mg Substanz gaben 0,229 mg Cu. 
Gef. Cu 0,224 °/, 
III. 107,291 mg Substanz gaben 0,267 mg Cu. 
Gef. Cu 0,249 %, 
IV. 110,218 mg Substanz gaben 0,249 mg Cu. 
Gef. Cu 0,226 °/, 


Elementare Zusammensetzung d. krystallisierten Oxyhiimocyanins usw. 
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S-Bestimmung. 
I. 117,764 mg Substanz gaben 0,350 mg Asche, 6,087 mg BaSQ,. 
Gef. S 0,71 °/, 
Die Asche als CuO gerechnet. 
Gef. Cu 0,238 °/, 


Unsere Analysen, die bei allen 4 Priiparaten befriedigende 
Ubereinstimmung zeigten, wihrend die Aschefreiheit (natiirlich 
mit Ausnahme von CuO) durch die S-Bestimmung und die Cu- 
Bestimmung I. 1. erwiesen wurde, lieferten folgende Mittelwerte 
fir reines, krystallisiertes, lufttrockenes Oxyhimocyanin aus 
Helix pomatia: 

C 48,59 °/, H 7,04 °/, N 14,26 °/, Cu 0,232 °/, S 0,71 °/, 

Vergleicht man damit die Werte von Dhéré und Burdel, 
die als Extremwerte 0,239 und 0,256°/, fiir Cu fanden, sowie 
den Wert Begemanns mit 0,256°/,, so ergibt sich zwar bei 
uns ein um 0,01—0,02°/, tieferer Cu-Wert, aber doch die sichere 
Feststellung, daB der Cu-Wert lufttrockener Substanz keinesfalls 
0,25 °/, iibersteigt. Unsere Probe III, die vielleicht dem reinsten 
Produkt entspricht, lieferte den Wert 0,249 °/,. 

Wesentlich stairker differieren aber unsere Werte von denen 
Henzes?), der einzigen Totalanalyse von krystallisiertem Oxy- 
himocyanin, die uns bekannt geworden ist. Allerdings analysierte 
Henze Oxyhimocyanin aus Oktopusblut und gibt an, daB er 
bei 110° zur Gewichtskonstanz trocknete. 

Henze fand nimlich: 

C 53,66  H 7,33%  N 16,09% Cu 0,38% 8S 0,86%, 

Rechnen wir unsere Analysen auf Grund des von uns be- 
stimmten Gewichtsverlustes unserer lufttrockenen Substanz beim 
Trocknen bei 110° um (die so gefundenen 6,45°/, als H,O ge- 
rechnet), so kommen wir zu folgenden Durchschnittswerten: 

C 52,089, H 6,72%  N 15,21% Cu 0,26% 8S 0,76%, 

Fiir Oxyhimocyanin aus Limulus liegen auBerdem eine 
Totalanalyse von Alsberg?) und eine N- und Cu-Bestimmung 
von Redfield und Mitarbeitern vor.*) Beide beziehen sich aber 
auf gefilltes, nicht krystallisiertes Hamocyanin. Die gefundenen 
Werte sind: 


) A.a. O. 
%) A.a. O. 
5) J. of. biol. Chem. 76, 185 (1928). 
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Alsberg OC 48,94°/, H7,10°/, N 16,18°% 8S 1,56°/, Cu 0,28 °, 
Redfield ~~ tie <a 


Wie man sieht, stimmen Alsbergs C- und H-Werte mit 
unseren gut iiberein. Stark differieren aber N, S und Cu. Da 
aber die Analysen von Redfield und Alsberg am gleichen 
Material, naimlich Limulus, untereinander stark differieren, so 
laBt sich daraus nicht viel entnehmen. SchlieBlich haben ja beide 
Forscher nicht mit krystallisiertem, sondern gefalltem Produkt 
gearbeitet. 

Ob alle vorliegenden Differenzen durch Analysen- bzw. 
Trocknungsfehler bedingt sind, oder ob Oxyhimocyanin aus 
Schneckenblut titsichlich andere Zusammensetzung zeigt, wie 
solches aus Oktopus oder Limulus kénnen wir leider nicht ent- 
scheiden. Wir halten das Studium dieser Frage fiir wiinschenswert 
und bitten alle Forscher, die sich mit Haimocyanin beschiftigen, 
uns gegebenenfalls Proben von reinem Oxyhimocyanin (lufttrocken) 
zu iiberlassen, zu deren Analyse mit unserer Methodik wir gerne 
bereit sind. 








Uber die Einwirkung von Papain auf Hamocyanin 
von Helix pomatia. 


Von 


E. Philippi und F. Hernler. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Juni 1930.) 


Vor kurzem haben Ch. Dhéré und Chr. Baumeler iiber dieses 
Thema berichtet.’) Der Fundamentalversuch dieser beiden Autoren 
besteht darin, daB man filtriertes Schneckenblut (Winterstadium) 
mit 2—3°/, NaF versetzt, filtriert, dann 2°/, Papain (Merck) hin- 
zugibt. Nach neuerlicher Filtration durch hartes Filter wird die 
Probe bei gewdhnlicher Temperatur (16—25°) sich selbst iiber- 
lassen. Nach etwa 24 Stunden beginnen sich feine, einheitliche 
Krystallnadeln auszuscheiden, die nach einigen Tagen ein Maximum 
erreichen. 

Diese Tatsache erscheint merkwiirdig, um so mebr als durch 
die Arbeiten Svedbergs?) fiir das Oxyhaimocyanin ein Molekular- 
gewicht von rund 5,000000 wahrscheinlich gemacht wird. Sollte 
es sich bei den Krystallen um Oxyhiimocyanin bzw. Himocyanin 
handeln, das trotz seines hohen Molekulargewichtes und der Gegen- 
wart von Elektrolyten auskrystallisiert, oder handelt es sich um 
ein Abbauprodukt oder einen Additionskomplex? Diese drei Fragen, 
ob Oxyhimocyanin (bzw. Himocyanin) oder Abbau- oder Additions- 
produkt, werden schon von Dhéré und Baumeler aufgeworfen, 
die sich ja schon durch eine ganze Reihe von verschiedenen Beob- 
achtungen (a, a. O.) iiberzeugt hatten, daB ihre Krystalle, wenn 
nicht mit Oxyhimocyanin identisch, dann doch im wesentlichen 
diesem nahestehend seien. Eine Entscheidung zwischen diesen drei 
Alternativen war ihnen aber nicht méglich gewesen. 





1) Compt. rend. de la Société Biologie CI, 1071 (1929). 
*) J. of the Americ. Chem. Soc. 50, 1399 (1928); Z. physik. Chem., 127, 


51 (1927); Kolloid-Z. 51, 10 (1930). 
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Professor Dhéré hat sich nun an uns gewandt mit der Ein- 
ladung, sein so einfaches Experiment zu wiederholen und wo- 
méglich auf Grund analytischer Befunde Klarheit zu schaffen. 
Nachdem wir die ersten Schwierigkeiten mit Hilfe Dhérés iiber- 
wunden hatten — es kommt namlich dabei auf méglichste Mucin- 
freiheit des Blutes und sorgfiltige Filtration durch gehirtetes 
Filter an — konnten wir seine Versuche vollauf bestitigen. Zeit- 
punkt und Menge der Ausscheidung, Aussehen der Krystalle unter 
dem Mikroskop waren vollkommen identisch mit Originalvergleichs- 
proben, die uns Professor Dhéré liebenswiirdigst zur Verfiigung 
stellte. 

Uber den weiteren Gang der Sache wollen wir im folgenden 
berichten: Da wir ja unseren Vergleich auf analytischer Grund- 
lage fiihren wollten, galt unsere erste Sorge der Ermittlung der 
elementaren Zusammensetzung von verliBlich reinem Oxyhimo- 
cyanin aus Schneckenblut. Dariber haben wir in der vorstehenden 
Mitteilung berichtet. Nunmebhr analysierten wir das von uns und 
Dhéré benutzte Papain Merck 1:80 (wir arbeiteten mit dem 
Praparat von derselben Packung wie Dhéré, der uns sein Prii- 
parat zur Verfiigung stellte) und zu Orientierungszwecken das 
Schneckenblut als Ganzes. 


Analyse des Papain Merck (1: 80), lufttrocken: 


1. Aschebestimmung: 


244,615 mg wurden trocken verascht und lieferten nach dem Gliihen 
bei dunkler Rotglut 16,300 mg Asche, das ist Oxydasche gefunden 6,64 °,. 
Mit H,SO, abgeraucht und gegliiht: 17,704 mg, das ist Sulfatasche ge- 
funden 7,23°/). 

Der schwach gelb gefiirbte Riickstand wurde mit HCl und H,SO, 
behandelt, abgeraucht und bei einer 2,5 Volt nicht iibersteigenden Spannung 
elektrolysiert. Elektrodenzunahme 0,019 mg, das ist auf Cu gerechnet 0,008°/,. 
Nun wurde mit festem Ammonoxalat iibersittigt') und bei 3,5 Volt elektro- 
lysiert. Zunahme 0,24 mg, das ist auf Fe gerechnet 0,98 °/). 


2. C-H-Bestimmungen: 
6,209 mg Substanz gaben 9,473 mg CO,, 3,671 mg H,O, 0,386 mg Asche. 
Gef. C 41,61, H 6,62°/, Asche 6,22°/, 
4,008 mg Substanz gaben 6,163 mg CO,, 2,335 mg H,O, 0,243 mg Asche. 
Gef. C 41,94°/, H 6,52°/, Asche 6,06 °/, 











1) Vgl. Treadwell, VII. Aufl., 2, 80. 
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8, N-Bestimmungen: 


4,397 mg Substanz gaben 0,257 ccm N, (711 mm, 18% 
Gef. N 6,41°/, 


6,368 mg Substanz gaben 0,369 cem N, (711 mm, 19,5°). 
Gef. N 6,33°/, 
Um einen besseren Uberblick zu gewinnen, wurde noch reines Schnecken- 
blut als solches, wie auch mit Papain versetztes in bezug auf Trocken- 
gehalt und Asche untersucht. 


1. Reines Schneckenblut (filtriert): 
2 cem gaben bei 110° getrocknet 70,10 mg, das ist Trockengehalt 3,5°/, 
gegliiht 8,86 mg, das ist Oxydasche . 0,44°/, 
mit H,SO, abgeraucht und gegliiht 18,07 mg, das ist Sulfatasche . 0,65 


2. Filtriertes Schneckenblut mit 2,5°/, Papain Merck versetzt, 
15 Minuten stehengelassen, durch gehirtetes Filter filtriert. 
2 cem gaben bei 110° getrocknet 100,66 mg, das ist Trockengehalt 5,0°/, 

gegliiht 10,22 mg, dasist Oxydasche . 0,51°/, 

mit H,SO, abgeraucht und gegliiht 18,25 mg, das ist Sulfatasche . 0,66 


- Nachdem wir nun einen Uberblick iiber die Zusammensetzung 
von reinem, krystallisiertem Oxyhimocyanin aus Schnecken (vgl. 
die Mitteilung Seite 23), von Papain und schlieBlich tiber die 
Konzentrationsverhaltnisse im Blute gewonnen hatten, schritten 
wir an die Untersuchung des Fundamentalversuches von Dhéré 


und Baumeler. 


Vorerst unternahmen wir einen Versuch mit Material, das uns Herr 
Dhéré zur Verfiigung stellte. Es handelte sich um eine Blutprobe, die schon 
in Fribourg mit NaF und Papain versetzt worden war und die unter dem 
Mikroskop die einheitlichen feinen Nadeln, die von Dhéré bereits des 
Niheren beschrieben wurden, zeigte. Die Fliissigkeit war in der Aufsicht 
blau, in der Durchsicht rétlich, die Krystalle fast farblos. Es wurde zentri- 
fugiert, die Krystalle mit doppelt destilliertem Wasser aufgeschlemmt, neuer- 
dings zentrifugiert und dann so gut als méglich abgegossen. Die Trocknung 
erfolgte im Zentrifugierréhrchen durch Aufblasen filtrierter Luft bei Zimmer- 
temperatur. Die trockene Masse war dunkel blaugriin, dunkler als krystalli- 
siertes Oxyhimocyanin und lieB sich leicht aus dem Gefaé8 entfernen. Die 
Ausbeute betrug etwa 170 mg aus 78 g Blut. 

In einer separaten Probe bestimmten wir den Gewichtsverlust beim 
Trocknen bei 105° und fanden ihn mit 8,15°/,. Fiir die tibrigen Analysen 
legten wir jetzt ebenso wie in allen folgenden Fallen aus obenerwihnten 


Griinden lufttrockene Substanz zugrunde. 
Die Analyse ergab: 
3,894 mg Substanz gaben 6,451 mg CO,, 2,323 mg H,O, 0,217 mg Asche. 
Gef. C 45,18%, H 6,68°/, | Asche 5,57°/, 
8,548 mg Substanz gaben 0,427 cem N, (719 mm, 21°). 
Gef. N 13,22°/, 
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i 58,084 mg Substanz gaben 2,368 mg BaSO,, 3,109 mg Asche, diese 
i enthielt 0,086 mg Cu. 
Gef. S 0,614°, Asche 5,86°/, Cu 0,16°/, 

| 53,556 mg Substanz gaben 0,122 mg Cu. 

| Gef. Cu 0,228°,. 

i Nach diesem orientierenden Vorversuch unternehmen wir den 

| ersten Hauptversuch — ebenfalls mit NaF-Zusatz — in der 
Weise, da8 wir die zuerst ausgeschiedenen Nadeln nach einigen 
Tagen abzentrifugierten, die abgegossene Fiissigkeit aber der 

| Dialyse in Kollodiumsickchen unterwarfen. Schon nach 24 Stunden 

j Dialysierens zeigten sich, wie schon Dhéré und Baumeler be- 
obachtet hatten (Privatmitteilung), erneut Krystalle, die wieder 

} abzentrifugiert wurden (Dialyse I), nach weiteren 48 Stunden ein 

| neuerlicher Niederschlag (Dialyse II), nach 3 Tagen wieder (Dia- 
lyse III). Dann trat nur mehr geringe Fiallung ein, auf die wir 
verzichteten. Alle Niederschlige wurden in der oben angegebenen 
Weise lufttrocken gemacht. Es ergab sich folgende Materialbilanz: 


65 cem Blut gaben: 
L Erste Krystallisation, vor der 
Dialyse nicht gewaschen . 232 mg 
| Dialyse I .... .. . 110mg 
Dialyse II. .... =. . 685mg 
Dialyse III ..... . 805mg 


Zusammen: 1282 mg, das ist 2°/, des Blutes. 


Analyse der ersten Krystalle. 
10,959 mg gaben trocken verascht, dann zur Zerstérung der letzten 
Reste organischer Substanz abwechselnd mit H,SO, und HNO, abgeraucht 
und gegliiht 1,493 mg Asche (Sulfatasche), das ist 18,62 °/,. 
5,705 mg Substanz gaben 9,117 mg CO,, 3,156 mg H,O, 0,516 mg Asche. 
Gef. C 43,58 °/, H 6,19 °/, Oxydasche 9,05 °/, 
(Asche sicher wegen Kriechens der Substanz zu niedrig.) 

4,156 mg Substanz gaben 7,537 mg CO,, 2,731 mg H,O, 0,482 mg Asche. 
Gef. C 43,22 °, H 6,43 °/, Oxydasche 10,18 °/, 


4,524 mg Substanz (im Pt-Schiffehen im O,-Strom gegliht) gaben 
0,470 mg Asche. 





Gef. Oxydasche 10,39 °/, 
6,072 mg Substanz gaben 0,695 ccm N, (712 mm, 22°). 
Gef. N 12,41°/, 
5,959 mg Substanz gaben 0,676 ccm N, (712 mm, 19°). 
Gef. N 12,43 °/, 
52,793 mg Substanz gaben 0,134 mg Cu (aus H,SO,-Lisung, daher kein Fe). 
Gef. Cu 0,254 °/, 
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Analyse der Substanz Dialyse I. 
11,458 mg Substanz gaben 0,106 mg Asche (trocken verascht, mit 


H,SO, abgeraucht). 
Gef. Sulfatasche 0,925 °/, 


4,076 mg Substanz gaben 7,211 mg CO,, 2,580mg H,O, 0,038 mg Asche. 
Gef. C 48,25 %, H 7,08 °/, Oxydasche 0,93 °/, 
4,575 mg Substanz gaben 0,596 cem N, (711 mm, 19°). 
Gef. N 14,25°/, 
50,492 mg Substanz gaben 0,085 mg Cu. 
Gef. Cu 0,17 °/, 


33,371 mg Substanz gaben 0,055 mg Cu. 
Gef. Cu 0,165 °/, 


Analyse der Substanz Dialyse IL. 
5,099 mg Substanz gaben 9,046 mg CO,, 3,184 mg H,0, 0,015 mg Asche. 
Gef. C 48,38°/, H6,99°%, Oxydasche 0,294 °/, 

4,297 mg Substanz gaben 0,554 cem N, (711 mm, 22°). 

Gef. N 13,96 °/, 
4,574 mg Substanz gaben 0,591 cem N, (711 mm, 22°). 

Gef. N 14,23 °/, 
79,785 mg Substanz gaben 0,165 mg Cu. 

Gef. Cu 0,207 °/, 


Analyse der Substanz Dialyse III. 
4,237 mg Substanz gaben 7,513 mg CO,, 2,705 mg H,O, 0,015 mg Asche. 
Gef. C 48,36 °/, H 7,14 °/, Oxydasche 0,354 °/, 
5,497 mg Substanz gaben 0,719 cem N, (712 mm, 17°). 
Gef. N 14,42 °/, 


Der dritte Versuch wurde mit nicht fluoriertem Blut durch- 
gefiihrt, da der hohe Aschengehalt die Analysenergebnisse stark 
triibte. Es wurde dabei folgendes gefunden: Nach wenigen 
Stunden traten bereits im reduzierten Blut Krystalle auf, deren 
Aussehen das gleiche war, wie das von den Krystallen von Prof. 
Dhéré. Gleichzeitig trat schwacher Geruch nach H,S, spiter 
Fiaiulnisgeruch auf. Nach 24 Stunden wurde zentrifugiert, die 
iiberstehende klare Fliissigkeit abgehebert, die Krystalle in 
Wasser suspendiert und neuerlich zentrifugiert, wobei 2 Schichten 
entstanden, eine untere dunkel gefarbte und eine obere, die helle 
Farbe zeigte und aus krystallisierten Nadeln bestand. Diese 
obere, helle Schicht wurde mit Wasser aufgeschliimmt, wobei sie 
sich sehr gut von dem viel schwereren dunklen Niederschlag 
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trennen lieB. Die beiden so getrennten Produkte wurden durch 
Aufblasen eines filtrierten Luftstromes bei Zimmertemperatur 
zur Trockne gebracht. Aus 141g filtriertem und mit Papain 
versetztem Blute wurden 186,9 mg helles und 53,9 mg dunkles, 
lufttrocknes Produkt erhalten. 


Analyse der hellen Krystalle. 
19,347 mg Substanz gaben 0,279 mg Oxydasche = 1,44 °/, und 0,246 mg 
Suifatasche = 1,27 °/, (?). 
13,612 mg Substanz gaben 0,183 mg Oxydasche = 1,34°/, und 0,226 mg 
Sulfatasche = 1,66 °/,. 
5,619 mg Substanz gaben 9,776 mg CO,, 3,633 mg H,O, 0,079 mg Asche. 
Gef. C 47,45 °/, H 7,24 °/, Oxydasche 1,41 °/, 
5,940 mg Substanz gaben 0,777 ccm N, (712 mm, 17°). 
Gef. N 14,43 °/, 
61,698 mg Substanz gaben 0,178 mg Cu. 
Gef. Cu 0,289 °/, 


Analyse des dunklen, schweren Produktes. 
10,232 mg Substanz gaben 0,451 mg Oxydasche = 4,41 °/, und Sulfat- 
asche 0,370 mg = 3,72 °/, (?). 
6,875 mg Substanz gaben 11,517 mg CO,, 4,279 mg H,O. 
Gef. C 45,69 %/, H 6,97, 
4,164 mg Substanz gaben 0,503 ccm N, (713 mm, 21°). 
Gef. N 13,13 %lo 


21,461 mg Substanz gaben 0,313 mg Cu. 
Gef. Cu 1,46°/, 


Diskussion der Analysenergebnisse. 


An die Spitze unserer Uberlegungen seien die analytischen 
Befunde (Mittelwerte) fiir krystallisiertes Oxyhimocyanin, Papain 
(Originalanalyse und diese auf aschereine Substanz gerechnet) und 
die durch Papain mit und ohne NaF-Zusatz erhaltenen Produkte 
(wieder mit und ohne Beriicksichtigung der Asche gerechnet) 
sowie die einzelnen Dialysierprodukte in Form einer Tabelle 
gestellt. 

Wie man sieht, unterscheidet sich das Papain Merck vom 
krystallisiertem Oxyhiimocyanin namentlich im N-Gehalt betricht- 
lich, aber auch der C- und Cu-Gehalt fallen bei der Uberlegung, 
ob es sich etwa um ein komplexes Additionsprodukt handelt, 
ins Gewicht. Da ergibt sich nun vor allem nach unserer Ansicht 
einwandfrei, daB die Dialysierprodukte reines Oxyhimocyanin 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCI. 3 
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Asche 

Mittelwerte C H N S Cu als 

Oxyd 

ger. 
Oxyhimocyanin, rein krystal- : a penal 
lisiertt : . . . . . . . | 48,59 | 7,04 | 14,26 | 0,71 | 0,232 | nur Cu 
Papain Merck, Originalanalyse | 41,77 | 6,57 | 6,37 | — | 0,008 | 6,64* 


Dasselbe aschefrei gerechnet | 44,37 | 7,06 | 6,73 | — | 0,009 — 


Mit Papain u. NaF erhaltene 
Krystalle, Originalanalyse . | 43,4 | 6,3 | 12,4 | 0,61] 0,25 | 10,20 


Dieselben aschefrei gerechnet | 48,2 | 7,0 | 13,8 — | 0,27 — 
Dialye I... . . . . | 48,25] 7,08] 14,25] — | 0,17 | 0,93 
» I ...... . | 48,88 | 6,99] 141 | — | 0,21 | 0,29 
, MI ....s. eer taine i ~ 7 — 0,35 


Mit Papain ohne NaF er- 
haltene helle Krystalle, Ori- 




















ginalanalyse . . « « | 47,45 | 7,24 | 14,4 — | 0,29 1,4 
Dieselben ohne Asche ge- 
rechnet . es « « oe 7,3 14,6 — | 0,30 _ 


* Spuren Fe. 


darstellen. DaB das Produkt ,,Dialyse I“ im Kohlenstoff etwas 
gedriickt ist, ist bei dem noch vorhandenen Aschengehalt (etwa 
0,6°/, fremder Asche) selbstverstandlich. Alle tibrigen Werte 
mit Ausnahme der einen um 0,06°/, zu niedrigen Cu-Bestimmung 
liegen innerhalb der gewohnten Fehlergrenzen. 

Was sind aber die mit Papain binnen 24 Stunden erhiltlichen 
Krystalle? Beide Hauptversuche, die wir mit ohne NaF-Zusatz 
anstellten, haben — dessen sind wir uns voll bewu8t — ihre 
Schwichen. Die mit NaF den hohen Aschengehalt, der die 
Schirfe der Analytik beim Umrechnen triibt, die ohne NaF den 
Umstand, daB — voraussichtlich neben der Papainwirkung — 
bereits Faulnisabbau eintritt. Immerhin kommen wir doch nach 
beiden Methoden zu relativ gut iibereinstimmenden Werten, 
nimlich auf Aschefreiheit gerechnet: C 48,2 und 48,1°/,, H 7,0 
und 7,3°/,, N 13,8 und 14,6°/, und Cu 0,27 und 0,30°/,. 

Diese Werte unterscheiden sich wohl (wieder den Mittelwert 
aus beiden Versuchen genommen) im C-Wert durch ein Minus 
von 0,45°/, und im Cu-Wert durch ein Plus von 0,05°/, gegen- 
iiber dem reinen Oxyhimocyanin. Namentlich der im Mittel gut 
auf Oxyhimocyanin stimmende N-Wert schlieBt aber wohl einen 
Additionskomplex aus, bei dem das Papain in_betriichtlicher 
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Menge beteiligt ist. Man miiBte dann annehmen, daB einem 
Molekiil von rund 5,000000 ein Molekulargewicht von wenigen 
Tausenden des Papain im Komplex gegeniibersteht. 

Sollte aber ein Abbauprodukt vorliegen, so kann dieses 
nach der analytischen Untersuchung zu urteilen, ebenfalls keine 
sehr tiefgreifenden Verinderungen aufweisen. Es ware dann vor 
allem eine starkere Zu- oder Abnahme des Cu-Gehaltes als 
0,05°/, zu erwarten. 

Uns scheint vielmehr als einfachste und daher wahrschein- 
lichste Annahme, da auch in den Papain-Krystallen lediglich 
reines, krystallisiertes Oxyhimocyanin bzw. Himocyanin vorliegt. 
Diese Ansicht wird auch durch die spektrographische Unter- 
suchung von Dhéré und Baumeler (vgl. a. a. O. S. 1073) ge- 
stiitzt, durch welche die genannten Forscher in saurer Lésung 
ihrer Papain-Krystalle die analogen zwei Absorptionsbanden im 
Ultraviolett feststellten, wie bei einer Lésung von reinem Oxy- 
hamocyanin.') Elementaranalyse und Spektrographie sprechen 
also im gleichen Sinne. 

Das rasche Auftreten einer Krystallisation im elektrolythaltigen 
Medium, lediglich auf Zusatz des Papains, bleibt aber immerhin 
merkwiirdig genug und méchten wir uns diesbeziiglich jeder 
Spekulation enthalten. 

SchlieBlich sei bemerkt, daB uns das Hinaufgehen des Cu- 
Wertes auf 1,46°/, beim FiaulnisprozeB lebhaft interessiert und 
daB wir unsere Untersuchungen in dieser Richtung weiterfiihren 
wollen. 





1) Nur das erste Absorptionsband im Ultraviolett ist fiir Oxyhimocyanin 
charakteristisch, denn das stirker brechbare gehdrt allen Proteinen an. 





36 


Synthese einiger Porphyrine vom Atioporphyrin III-Typ, 
sowie eines Tetramethyl-tripropionsadure-porphins.’) 


Von 


H. Fischer und Else Jordan. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der ‘Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Juni 1930.) 


H. Fischer und F. Lindner’) haben vor einiger Zeit 
bei der Fiulnis des Blutfarbstoffs die Abspaltung der beiden 
Vinylgruppen des Himins festgestellt. Es entsteht Deutero- 
porphyrin, das zwei freie Methingruppen besitzt. AuBer Deutero- 
porphyrin treten Nebenprodukte auf, mit deren Isolierung wir uns 
bis jetzt nicht beschiaftigt haben, weil wir zuerst auf synthetischem 
Wege die Eigenschaften der méglichen Zwischenprodukte kennen- 
lernen wollten. 

Die Aufklirung der Deuteroporphyrinreaktion hatte auch 
noch ein weiteres Interesse, weil von Willstatter bei Behand- 
lung von Himatoporphyrin*) mit alkoholischem Kali im Auto- 
claven bei erhéhter Temperatur Himoporphyrin beobachtet war. 
Die bisherigen Untersuchungen der Himoporphyrinreaktion zeigten 
auch hier einen komplizierten Verlauf und da Kalischmelze und 
Faulnisprozesse oft parallel miteinander verlaufen, war durchaus 
die Miglichkeit gegeben, daB auch bei der Himoporphyrinreaktion 
iihnliche Produkte entstiinden wie bei der Faulnis. In Betracht 
kam oxydativ-reduktive Spaltung an der Doppelbindung der beiden 
Vinylgruppen, dann muBte entstehen ein Hexamethyl-dipropion- 
siureporphin folgender Konstitution I, eine Reaktion, die ver- 
gleichbar wiire dem Entstehen von Skatol bei der Kiweibfaulnis, 
wenn man die Annahme macht, daf hierbei zunichst aus dem 
Tryptophan die ,,Acrylsiure“*) entsteht, die nach der Decarboxy- 


1) XXX. Mitteilung iiber Porphyrinsynthesen; XXIX. Mitteilung vgl. 
Liebigs Ann. 480, 235 (1930). 

*) Diese Z. 161, 18 (1926). 

*) Willstatter u. M. Fischer, Diese Z. 87, 484 (1913). 

‘) Hirai, Biochem. Z. 114, 71 (1920); 135, 299 (1923) isolierte bei der 
Fiiulnis des Tyrosins p-Cumarsiure, 
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lierung dann die entsprechende Vinylverbindung gibt, die dann 
weiterhin iibergeht in Skatol. 








I 
~— ee i a ee 
HC ¥y H CH 
N N 
+. (SEAR -.* 
H | | 
H,C=—CH, -CH,- COOH HOOC-H,C-H,C— CH, 


Aber auch die Reduktion einer Vinyl- zur Athylgruppe war 
méglich unter Abbau der zweiten zur Methylgruppe. An diese 
Méglichkeit dachten wir vor allen Dingen bei der Himoporphyrin- 
reaktion deshalb, weil schon friiher aus Hamoporphyrin Meso- 
porphyrin?) isoliert worden war, dieses aber nur schwer und beim 
haufigen Umkrystallisieren zum reinen Mesoporphyrin fihrt und 
Willstatter bei der Analyse des Himoporphyrins ein Defizit im 
Kohlenstoff beobachtet hatte. Seine Analysen wiren ganz gut 
mit einem Pentamethyl-monoithyl-dipropionsiureporphin zu ver- 
einbaren. Wie die Betrachtung der Hiamatoporphyrinformel 


zeigt, 








Il 
or 1 wench 15 RE seca 
— —==CH———_—_—-._ J} 
/ x v\ 
HC CH 





‘2 = — v/ 


at 
H,C --— CH, -CH,-COOH EE: Pi CH, 


ist es nicht gleichgiiltig, welcher der beiden Oxithylreste redu- 
ziert wird, nachdem offenbar zuniichst bei Erhéhung der 
Temperatur Wasserabspaltung erfolgt unter Bildung von Vinyl- 
gruppen. DaB diese dann zu Athylgruppen reduziert werden, 
haben wir schon friiher gezeigt.*) AuBerdem miissen aber noch 
Nebenreaktionen stattfinden, weil nie reines Mesoporphyrin auf- 
tritt, sondern offensichtlich Gemische. Man kann sich das Ent- 





1) Diese Z. 142, 120 (1925). 
2) Diese Z. 181, 126 (1929). 
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stehen folgender zwei Pentamethyl-monoiithyl-dipropionsaure-por- 
phine denken: 


























III \ 
H,C=— - H,C=— (C,H, 
: | 
N N > y 
HC Wy H CH 
\ N N 
, | 
H,C —~CH,-CH,-COOH HOOC-H,C-H,C CH, 
IV 
| acpi: C,H; H,C ea CH, 
z | 
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* H | | 
H,C lesiieuiinns HOOC-H,C-H,C-—cH, 


Wir gingen zunichst die Synthese des 1,2,3,5,8-Pentamethyl- 














4-iithyl-6, 7-dipropionsiure-porphins (III) an. Folgende Methene 

sind notwendig, wie die Formeln zeigen: | 
V = 

eT 1 a 

Ni H-N—Br | 

NU H—N—Br | | 

Bri ~CH- ae } 


| 


{ | 
H,¢-—'oH, -CH, COOH HOOC-H,C-H,C——-CH, 
VI 


Methen VI hatte u. a. bereits zur Synthese des Meso-') wie 
Deuteroporphyrins?) gedient; Methen V ist neu, es ist leicht erhaltlich 
durch Kondensation von Kryptopyrrolaldehyd mit Trimethylpyrrol 
und ist durch groBe Krystallisationsfreudigkeit ausgezeichnet. 
Auch die freie Base krystallisiert schén. Zur Kondensation der 
beiden Methene ist die Bernsteinsiureschmelze geeignet und zwar 





1) Liebigs Ann. 459, 53 (1927). 
%) Liebigs Ann. 466, 178 (1928). 
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fihrte hier kurzes Erhitzen des Gemisches auf 250° am besten 
zum Ziel. Die Ausbeute wird erhédht durch Bromierung des 
Methens V in den a-stindigen Methylgruppen, eine Erfahrung, 
die wir schon 6fter gemacht haben. 

Das Porphyrin wurde als Ester in seidengliinzenden violetten 
Prismen vom Schmelzp. 255° erhalten und zur weiteren Charakte- 
risierung Kupfer-, Eisen- und Silberkomplexsalze') gewonnen. Aus 
dem Ester JaBt sich leicht das freie Porphyrin durch Verseifung 
gewinnen, es krystallisiert aus Pyridin—Kisessig in schénen Blittchen. 
Kupfer-, Silber- und Kisenkomplexsalze krystallisieren ebenfalls 
gut, das Silbersalz sowohl des Esters wie der freien Saure ent- 
halt interessanterweise 1 Atom Silber auf 4 Pyrrolkerne, das 
Silber ist also offenbar zweiwertig enthalten. 

Nunmehr gingen wir die Synthese des isomeren 1,3,4,5,8- 
Pentamethyl-2-athyl-6,7-dipropionsiure-porphins (IV) an. Die 
untere Hilfte des Molekiils besitzt die gleiche Anordnung der 
Seitenketten, fiir sie ist also notwendig wiederum das Methen VI, 
wahrend fiir die zweite Halfte des Molekiils das Methen VII auf- 
gebaut werden muBte: 








Vil 
H,C ie H,C=— i. 
H,C\_ VU cu———|__lcu, 
NH H—N—Br 


Methen VII entsteht leicht aus Trimethy]pyrrol-aldehyd und Hamo- 
pyrrol in griin schillernden prismatischen Blattchen durch Konden- 
sation mit Bromwasserstoff; die Methylbromierung wurde in 
Eisessig durchgefiihrt. Diese trat nur unvollstaindig ein, wie aus 
der Analyse hervorgeht. In der Bernsteinsiureschmelze vollzog 
sich mit 25°/, Ausbeute die Vereinigung der beiden Methene zum 
Porphyrin. Die Reinigung erfolgte wieder iiber den Ester, der 
in spindelférmigen Nadeln krystallisiert und bei 290° schmilzt. 
Weitere Charakterisierung erfolgte durch EKisen-, Kupfer- und 
Silberkomplexsalz, die gut krystallisieren. Auch das freie Por- 
phyrin wurde durch Verseifung des Esters gewonnen. Spektro- 
skopisch, auch bei der Projektion iibereinander, sind die beiden 





1) Die Fahigkeit zur Silberkomplexsalzbildung wurde zunichst mit 
Herrn Neumann beim Atioporphyrin festgestellt, ebenso die Tatsache, da8 
1 Atom Silber auf 4 Pyrrolkerne trifft. Neuerdings haben wir in anderen 
Fallen auch 2 Atome Silber auf 4 Pyrrolkerne gefunden (Verdéffentlichung 
erfolgt demnichst). 
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Porphyrine identisch, beim Vergleich mit Mesoporphyrin ergab sich 
gleichfalls Identitit. 

Der Mischschmelzpunkt zwischen den beiden isomeren Estern 
lag bei 274—275°, was einigermaBen auffallend ist; man sollte 
annehmen, daB der Schmelzp. 255° unterschreiten wiirde. Der 
Mischschmelzpunkt mit Mesoporphyrinester war 231—238° bzw. 
230—256° auBerst unscharf. Auch hier unterschreitet der Misch- 
schmelzpunkt merkwiirdigerweise nicht den des Mesoporphyrin- 
esters, der bei 216° liegt. 

Die Eisenkomplexsalze der freien Siuren der beiden isomeren 
Porphyrine sind interessanterweise halogenfrei, obwohl sie durch 
Verseifen mit Alkali und Fallen mit Salzsiure gewonnen waren. 
Auf Grund der Analysen liegen innere Anhydride vo. zwischen 
einer Carboxylgruppe eines Propionsiiurerestes und der intermediir 
entstehenden Hydroxylgruppe am Eisen. Ein solches Verhalten 
ist bis jetzt nur beim Hisensalz des freien Uroporphyrins beob- 
achtet.1) DaB in diesen Fallen intramolekulare Salzbildung statt- 
findet, muB mit dem Basizititsgrad des Gesamtmolekiils zusammen- 
haingen, der wohl auch EinfluB hat auf die riumliche Anord- 
nung; die weitere Verfolgung dieser Beobachtungen wird von 
Interesse sein und insbesondere besteht hiernach auch Aussicht, 
unter den zahlreichen Haiminen Haimochromogene von gréBerer 
Bestindigkeit als das gewohnliche Himochromogen zu finden. Wir 
hofften durch Veresterung des EKisensalzes die Monoester der 
Porphyrine zu erhalten, es entstand jedoch ein Gemisch von Mono- 
und Dimethylester. 

Weiter gingen wir die Synthese des auf S.32 wiedergegebenen 
1,2,3,4,5,8-Hexamethyl-6, 7-dipropionsiure-porphins(I) an. Als 
zweite Komponente diente wieder Methen VI, wihrend fiir die 
obere Hilfte des Molekils das folgende Methen notwendig war: 





VIll 
¥ E & wee 
HQ »———_CHh— — \ 27 Cus 
NH H—N—Br 


Dieses war bereits friiher durch Kondensation von Trimethyl- 
pyrrolaldehyd und Trimethylpyrrol erhalten worden?); einfacher 
ist die Darstellung aus Trimethylpyrrol allein mit Hilfe von 
Ameisensiure und Bromwasserstoff. Zwecks Erhéhung der Aus- 
beute bei der Porphyrinsynthese wurde die Bromierung durch- 





1) Liebigs Ann. 458, 143 (1927). *) Liebigs Ann, 450, 109 (1926). 
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gefiihrt. Die Vereinigung der beiden Methene in der Bernstein- 
sdureschmelze erfolgte in einer Ausbeute von 10°/,, die Isolierung 
wieder als Ester. Der Schmelzpunkt liegt sehr hoch bei 320° 
auf dem Preglschen Block. Offensichtlich ist der hohe Schmelz- 
punkt bedingt durch die zahlreichen Methylgruppen. Auch das 
Octamethylporphin) besitzt keinen Schmelzpunkt, wihrend das 
Octaathylporphin?) bei 318° schmilzt. Auch die homologen Kopro- 
porphyrine, die Tetraithyl-tetrapropionsiure-porphine*) schmelzen 
niedriger als die Koproporphyrine (‘Tetramethyl-tetrapropionsiure- 
porphin). Kupfer- und EKisenkomplexsalz des Esters krystallisieren 
gut, ebenso das freie Porphyrin, das ein schwer ldsliches, in 
makroskopisch quadratischen Blaittchen krystallisierendes Chlor- 
hydrat gibt. Das freie Porphyrin ist in Ather auBerordentlich 
schwer léslich; aus Pyridin—Kisessig wird es in feinen Niadelchen 
erhalten. Durch Komplexsalze wurde es weiter charakterisiert. 

Alle die hier beschriebenen Porphyrinester sind durch hohe 
Schmelzpunkte ausgezeichnet; wenn sie bei der Faulnis des Blut- 
farbstoffs auftreten, wird ihre Isolierung und Erkennung keine 
Schwierigkeiten bereiten. Bei der Himoporphyrinreaktion kommt 
ihr Entstehen wohl kaum in Betracht, weil der Esterschmelzpunkt 
des Hamoporphyrins ja unter 200° liegt und die Mischschmelz- 
punkte mit Mesoporphyrinester so hoch liegen, daB eine Ver- 
unreinigung des Mesoporphyrinesters durch sie nicht in Frage 
kommt. Wohl aber war es denkbar, den ReduktionsprozeB des 
Hamatoporphyrins so zu leiten, daB die Reaktion in dem hypo- 
thetischen Sinne stattfinden wiirde. Deshalb haben wir Himato- 
porphyrinchlorhydrat mit alkoholischem Kali am Riickflu8kiihler 
gekocht, die Temperatur durch Verdampfen des Lisungsmittels 
bis auf 170° erhitzt und dann die Verarbeitung auf Porphyrin 
vorgenommen. Auch hier konnten keine Anhaltspunkte fiir das 
Entstehen der neuen Porphyrine gewonnen werden, das erhaltene 
Porphyrin war nicht einheitlich, Wir erhielten Ester vom 
Schmelzp. 202° und vom Schmelzp. 186—187° nach Fraktionierung 
iiber die Natronsalze. Offensichtlich geht die Reaktion auch hier 
ganz uihnlich der Hamoporphyrinreaktion Willstiatters. 

Bei der Destillation der Phyllopyrrolcarbonsiure‘) hatten wir 
Tetramethylpyrrol beobachtet und schon damals darauf_hin- 





1) Liebigs Ann. 450, 164 (1926). 
*) Liebigs Ann. 468, 58 (1929). 
*) Liebigs Ann. 462, 251 (1928). 
*) Diese Z, 91, 184 (1914). 
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gewiesen, daB bei der Atioporphyrinreaktion méglicherweise die- 
selbe Reaktion stattfinden wiirde. 

Inzwischen') hatten wir auf analytischem Wege bei der 
Hiimoporphyrinreaktion die Abspaltung mindestens einer Vinyl- 
gruppe erkannt, deshalb war auch bei der Atioporphyrinreaktion 
das Entstehen eines Hexamethylporphins folgender Formulierung 
moglich: 





IX 
H,C IH H,C H 
— ae 
a WA 
HC ~ CH 
° +77. 
2 Bl 
H,C=— CH, LC -—ca, 


Auch hat O. Schumm neuerdings beim Kochen von Hamin in 
Paraffinél ein Porphyrin ,Optoporphyrin“ erhalten, fiir das er 
die Konstitution eines Hexamethylporphins oder eines Dimethyl- 
diithylporphins in Erwigung zieht unter Aufstellung von Kon- 
stitutionsformeln.”) Von diesen ist keine wahrscheinlich. Kine 
Absprengung von Methylgruppen ist bis jetzt nicht beobachtet. 
Die zweite Formel leitet sich von Atioporphyrin II ab, wahrend 
durch unsere Untersuchungen die Abstammung des Hiimins vom 
Atioporphyrin III eindeutig bewiesen ist. 

Zur Synthese obigen Hexamethylporphins waren folgende 
Methene notwendig: 


al B! I 
H\H Cn a3 AH, |H 
SG H—N—Br | 
oN H—N—Br | | 
Bri” S———-CH-——— a= 
i. H,C-——CH, 














XI 
Beide Methene sind bereits beschrieben.*) Auch hier machten 
sich wieder bei der Porphyrin-Synthese die beiden freien Methin- 


1) Unveroffentlicht. 
2) Diese Z. 185, 86 (1929). 
*) Liebigs Ann. 466, 181 (1928); 450, 125 (1926). 
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gruppen stérend bemerkbar, eine Erfahrung, die wir schon oft 
gemacht haben.) Die Ausbeute schwankt zwischen 6—11°/, der 
Theorie. Zweckmiabig ist die Verwendung frisch dargestellter 
Methene. Hexamethylporphin zeichnet sich genau so wie Octa- 
methylporphin durch auBerordentliche Schwerléslichkeit aus und 
mit steigendem Reinheitsgrad tritt nahezu Unloslichkeit ein. Diese 
Erscheinung tritt sehr hiufig bei Porphyrinen auf; reines Kopro- 
porphyrin I ist in Ather auch bei Anwesenheit von Kisessig praktisch 
nahezu unléslich. Der Schmelzpunkt liegt sehr hoch bei etwa 
420° auf dem Block. Das Hexamethylporphin hilt sehr zih Halogen 
zuriick, nur durch stundenlanges Schiitteln der Chloroformlésung 
mit Ammoniak und Umkrystallisieren aus Pyridin—Methylalkohol 
und endlich Sublimation im Hochvakuum konnte der K6rper rein 
mit Analysenzahlen auf C,,H,,N, gewonnen werden. Spektral ist 
Hexamethylporphin gegeniiber Ktioporphyrin um etwa 1 wu nach 
Violett verschoben. Dieser EinfluB ist durch die freien Methin- 
gruppen bedingt, wie schon éfter festgestellt wurde. Tisen- und 
Kupfersalze krystallisieren gut. Um den Beweis der freien Methin- 
gruppen zu erbringen, fiihrten wir die Bromierung durch. Man 
erhalt einen schon krystallisierten Kérper mit 8 Bromatomen, von 
denen ein Teil perbromidartig gebunden sein muB. In der Tat 
entsteht mit Aceton Bromaceton. Das Dibrom-hexamethylporphin 
selbst in voéllig reinem Zustand zu gewinnen, gelang nicht wegen 
der auBerordentlich schweren Léslichkeit des Bromkérpers, jedoch 
lassen die gefundenen Analysenzahlen keinen Zweifel an dem Vor- 
liegen des Dibromkérpers nach erschépfender Behandlung des 
Perbromkérpers mit Aceton. Zum Umkrystallisieren des Dibrom- 
kérpers ist nur Nitrobenzol geeignet; hierbei trat aber noch weitere 
Bromabspaltung ein. Spektroskopisch ist unser Hexamethylporphin 
in konz. Schwefelsiure und in 25°/,iger Salzsiure identisch mit 
Schumms Optoporphyrin; im Atherspektrum ist jedoch ein Unter- 
schied von 2 mu vorhanden. Schumm gibt fiir Optoporphyrin 
fiir den ersten Streifen 620 an, bei uns liegt er bei 622. Der 
Schummsche Kérper mu8 also offenbar etwas anderes sein, denn 
die Trennung des Hexamethylporphins von Atioporphyrin ist ohne 
Schwierigkeiten durchfiihrbar auf Grund der verschiedenen Salz- 
siurezahlen, schon bei Anwendung von je 2 mg Substanz. 

Nach den Eigenschaften und auf Grund unserer analytischen 
Untersuchungen iiber Himoporphyrin kommen die hier neu be- 





1) Liebigs Ann. 473, 211 (1929); 480, 109 (1930) u. a. 
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schriebenen Porphyrine bei der Himoporphyrinreaktion als 
Zwischen- oder Nebenprodukte nicht in Frage. Ob sie bei der 
Deuteroporphyrinbildung eine Rolle spielen oder als Nebenprodukte 
auftreten, muB die Untersuchung von Blutfiulnisgemischen zeigen. 
Von besonderem Interesse wire in diesem Zusammenhang noch 
die Synthese und Untersuchung der entsprechenden Porphyrin- 
essigsiuren, sowie Porphin-amino-propionsiuren, die in Bearbeitung 
sind. Fiulnisversuche mit Vinylderivaten ganz allgemein wiren 
auch wichtig, weil die Fiaulnis chemisch wohlcharakterisierter 
Stoffe noch relativ wenig untersucht ist. 

Endlich beschreiben wir noch die Synthese eines 2,3,5,8- 
Tetramethyl-4, 6, 7-tripropionsdiure-porphins folgender Konstitution: 











XII 
7 oe ie H,C ee 
— , C a 
N N 
HC H CH 
A>. secisiiieaaladiannnlll hensloeashctinineenanece A j 
| H [] 


H,C-——CH,-CH,-COOH HOOC-H,C-H,C 


Dieses Porphyrin leitet sich letzten Endes von Atioporphyrin II 
ab. Zu Beginn unserer Chlorophyllarbeiten schien es nicht 
ausgeschlossen zu sein, daB eine Porphintripropionsaure mit freier 
Methingruppe dem Chlorophyll zugrunde lage. Die Beschreibung 
der Synthese einer Tetramethyl-monoiathyl-tripropionsaure') ist vor 
kurzem erfolgt und es war bereits festgestellt, daB diese Konstitutions- 
moéglichkeit nicht fiir Chlorophyll in Frage kame. Die Anwesen- 
heit einer Methingruppe konnte jedoch die Stabilititsverhaltnisse 
unter Umstinden beeinflussen und deshalb fiihrten wir die Syn- 
these obigen Porphyrins durch. Fiir die obere Hialfte des Por- 
phyrins ist notwendig das Methen XIII folgender Formulierung: 





XIII 
a ai CH,+CH,-COOH 
af Jon —|_ ors, 
NH H—N—Br 


Dieses wurde bereits beschrieben.”) Fiir die untere Hialfte 
kommt in Frage Methen VI (s.S. 38). In der Bernsteinséureschmelze 





1) Liebigs Ann. 479, 27 (1930). 
*) Liebigs Ann. 473, 222 (1929). 
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wurde die Porphyrinsynthese bewirkt; auch hier betrug die Aus- 
beute nur 3—4°/,, was wieder auf die reaktionshemmende Wirkung 
der freien Methingruppe hinweist. Der Trimethylester krystalli- 
siert in makroskopischen violetten Nadeln mit starkem Oberflichen- 
glanz und schmilzt bei 212°. Auch Kupfer- und Eisensalz konnten 
krystallisiert gewonnen werden. Beim Abbau mit Alkoholat ver- 
halt sich die Tripropionsiure vollkommen resistent unter den Be- 
dingungen, unter denen beim Chlorophyllabbau mit guter Ausbeute 
die Monopropionsiuren Phyllo- und Pyrroporphyrin entstehen. 

Obige Untersuchung wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft 
der deutschen Wissenschaft durchgefiihrt. Wir danken auch an 
dieser Stelle ehrerbietigst. 


Versuche. 


3,4, 5-3'5'-Pentamethyl-4’-athylpyrromethenbromhydrat. 

2 g Trimethylpyrrol und 2,8 g Kryptopyrrolaldehyd werden 
in 5 com Athylalkohol hei® gelést und beim Erkalten mit 2 ccm 
HBr (48°/,ig) versetzt. Das Methenbromhydrat krystallisiert so- 
fort in gut ausgebildeten Plittchen aus. Ausbeute quantitativ. 
Schmelzpunkt des aus Alkohol umkrystallisierten Produktes 285°. 
Ab 200° Dunkelfirbung. 


4,410 mg Substanz gaben 9,530 mg CO,, 2,795 mg H,0O. 


3,022 mg - » 0,247 ccm N (17°, 725 mm). 
7,711 mg “ » 4,650 mg AgBr. 
C,,H,,.N,HBr (323,0) Ber. C 59,44°/, H 7,179, N 8,66, Br 24,74°, 
Gef. ,, 58,94 ,, 7,07  ,, 9,16 5» 25,66 


3,4, 5-3'5’-Pentamethyl-4’-athyl-pyrromethen. 


Das Bromhydrat wird in Athylalkohol gelést und tropfenweise 
mit wiB8rigem Ammoniak versetzt, wobei die Base krystallisiert 
ausfallt. Umkrystallisiert aus Alkohol—Wasser. Schmelzp. 134°. 


5,245 mg Substanz gaben 15,135 mg CO,, 3,935 mg H,0. 


2,951mg __,, » 0,819 ceem N (17°, 725 mm). 
C,,H,,N, Ber. C 79,31°, H 9,16°, N 11,59, 
Gef. ,, 78,70 »» 98,39 »» 12,14 


3,4,3'-Trimethyl]-4’-athy1-5,5’-dibrommethyl-pyrromethen- 
bromhydrat. 
1 g Methenbromhydrat wird in 15 ccm Kisessig heiB gelist 
und mit 1g Brom (3 Mol) in etwas Kisessig gelést versetzt. Nach 
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kurzer Zeit krystallisiert der Bromkérper aus. Nach einigen 
Stunden Stehen wird abfiltriert und mit Eisessig gewaschen. Aus- 
beute 1g =71°/, der Theorie. Fiarbt sich ab 195° dunkel, schmilzt 
nicht bis 294°. 

4,384 mg Substanz gaben 6,550 mg CO,, 1,895 mg H,0. 


1,888 mg _,, » 0,106 cem N (20°, 726 mm), 
5,190 mg . » 5,970 mg AgBr. 
C,,H,N,Br, (482,8) Ber. C 39,85°/, H 4,58°/, N 5,819, Br 49,75%, 
Gef. ,, 40,75 » 4,83 y 6,24 » 48,95 


Synthese des 

1,2,3,5,8-Pentamethyl-4-athyl-6,7-dipropionsaureporphins. 

Aquimolekulare Mengen des Methenbromhydrates und des 
Methens aus gebromter Kryptosiiure werden mit der doppelten 
Menge Bernsteinsiure innig verrieben und in Portionen zu einem 
Gramm 8—10 Minuten bei 250° geschmolzen. Die Ausbeute an 
Porphyrin li8t sich erhéhen durch Verwendnng des gebromten 
Methenbromhydrates (3,4,3’-Trimethyl-4’-athyl-5,5’-dibrommethyl- 
pyrromethenbromhydrat) an Stelle des gewéhnlichen Methenbrom- 
hydrates. Die Porphyrinschmelze wird mit konzentrierter Salz- 
siiure und Hisessig ausgelaugt, mit NaOH das Porphyrin gefiallt. 
Da die Reinigung iiber Ather—Salzsiiure infolge der Schwerléslich- 
keit des Porphyrins in Ather nicht durchgefiihrt werden konnte, 
wurde das Porphyrin nochmals in Salzsiure gelést und mit Acetat 
abermals gefallt. Das so erhaltene Rohporphyrin wird nach dem 
Trocknen mit methylalkoholischer Salzsiiure verestert. Der Ester 
krystallisiert aus Chloroform- oder Pyridin-Methylalkohol in seiden- 
glinzenden feinen Nidelchen. Ausbeute: 10°/, der Theorie. 
Schmelzp. 255°. 

4,201 mg Substanz gaben 11,160 mg CO,, 2,590 mg H,0. 


3,280 mg - », 0,296 cem N (22°, 726 mm). 
C,,H,.N,O, (580,3) Ber. © 72,38°/, H 6,94%, N 9,65, 
Gef. ,, 72,45 > 6,90 » 9,97 


Spektrum in Chloroform: 
I. 625,5—618,4 ; II. (596,4); III. 581,3—571,5 ; IV. 570,4—564,9 ; 
621,9 576,4 567,6 
(III und IV schwimmen fast ineinander); V. 539,7—526,5 .. . (524,5); 
533,1 














VI. 511,9—487,9 ; E.-Abs. 436. 
499,9 
Reihenfolge der Intensitit: VI, V, I, IV, III, II. 
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Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 626,8—620,5; II. (612,5); III. (97,3); IV. 583,6—573,1 ; 

















623,6 578,3 
V. 571,7—566,0; VI. (559,2); VII. (540,7) ... 539,0—525,0 ... 520,9; 
568,8 532,0 
VIII. 512,6—482,8; E.-Abs. 442. 
4917,7 


Reihenfolge der Intensitiit: VIII, VII, I, V, IV, IU, II. 


Kupferkomplexsalz des Esters. 

Dasselbe wurde nach der iiblichen Methode dargestellt. 
Krystallisiert aus Chloroform—Methylalkohol in langen feinen 
Nadeln. Schmelzp. 214°. 

4,902 mg Substanz gaben 11,820 mg CO,, 2,745 mg H,0, 0,619 mg CuO. 


3,515mg sé, » 0,292 cem N (22° 726 mm). 
C,;H,,N,0,Cu (641,8) Ber. C 65,44°/, H 5,96%, N 8,72°/, Cu 9,89°%, 
Gef. ,, 65,75 ,, 6,26 ,, 9,18 » 10,08 


Spektrum in Chloroform: 
I. 570,1—554,1 ; II. 532,0—516,2; E.-Abs. 427,1. 


562,1 524,1 


Spektrum in Pyridin: 
I, 574,6—555,1; II. 5514... 532,1—522,4 ... 515,1; E.-Abs. 430,0. 


564,8 524,1 














Kisenkomplexsalz. 


In iiblicher Weise gewonnen, krystallisiert es aus Chloroform— 
Methylalkohol in Prismen. Zersetzungsp. 273°. 

3,980 mg Substanz gaben 9,105 mg CO,, 2,035 mg H,0, 0,505 mg Fe,O,. 

3,073 mg ‘ 5 0,228 cem N (20°, 726 mm). 

4,8llmg is, » 1,010 mg AgCl. 

C,;H,;,N,0,FeCl (669,5) 

Ber. C 62,74°/, H 5,72°, N 8,36°/, Fe 833%, Cl 5,28°%, 
Gef. ,, 62,39 3,72 yy 8,25 8,87 6,89 

Hiimochromogenspektrum: 

I. 551,3—544,9 ; II. verwaschen 523,6—512,0; E.-Abs. 430. 

548,1 517,8 








Silberkomplexsalz des Esters. 


20 mg Porphyrinester werden in einem Gemisch von Chloro- 
form und etwas Pyridin gelést und mit etwas Silberacetat versetzt. 
Man erhitzt auf dem Wasserbad so lange, bis reines Komplexsalz- 
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spektrum zu sehen ist. Nach dem Verdiinnen mit Chloroform 
wird mit ammoniakhaltigem Wasser gewaschen, um unveriindertes 
Silberacetat zu entfernen. Das Chloroform wird vollstandig ab- 
destilliert und der verbleibende Riickstand aus heiBem Benzol 
umkrystallisiert. Es resultieren zu Biischeln vereinigte rote 
Stiibchen vom Schmelzp. 233°. 


5,090 mg Substanz gaben 11,315 mg CO,, 2,495 mg H,O, 0,810 mg Ag. 


2,735 mg “ » 0,225 com N (19°, 706 mm). 
C,,HyN,0,Ag (687,1) Ber. C 61,12°/, H 5,72°%, N 8,15°%/, Ag 15,69°/, 
Gef. ,, 60,68 , 5,48 ,, 8,93 » 15,91 


Spektrum in Chloroform verwaschen: 

I, 567,3—555,9; (IL. 583,4—520,6); E.-Abs, 427,3. 
561,6 527,0 

Spektrum in Pyridin: 

I. 566,6—556,3 ; (II. 581,9—526,5); E.-Abs. 430. 
561,4 529,2 














Freies Porphyrin. 

50 mg Ester werden mit 50 ccm konzentrierter Salzsiure 
iibergossen und iiber Nacht stehen gelassen, womit die Verseifung 
beendet ist. Nach dem Verdiinnen mit Wasser wird mit Acetat 
das Porphyrin gefallt und aus Pyridin—Kisessig umkrystallisiert. 
Die so erhaltenen Plittchen schmelzen auf dem Block bei 383°. 


5,205 mg Substanz gaben 13,687 mg CO,, 2,990 mg H,0. 


3,320 mg » » 0,305 cem N (18°, 726 mm). 
C,y,HygN,O, (552,2) Ber. C 71,72°%,  H 657°, N 10,15%, 
Gef. ,, 71,71 » 6,42 » 10,29 


Spektrum in Ather: 
I. 626,6—620,6; IL. Schatten 612,4; III. (597,6); IV. 580,8—573,0; 

















623,6 516,9 
V. 571,1—566,7; VI. schwacher Schatten bei 549,8; VII. 539,4 ... 
568,9 
534,4—524,0 ... 520,6; VIII. 509,3—481,0 ... 469,6; E.-Abs. 434,0. 
529,2 495,1 


Reihenfolge der Intensitit: VIII, VII, I, VI, V, IV, II, IL. 


Spektrum in 1 °/,iger HCI: 
i 596,1—586,4; If. 554,9—540,0; E.-Abs. 427,4. 


591,2 54,4 








Natriumsalz. 


Beim Neutralisieren einer salzsauren Porphyrinlésung mit 
NaOH fallt bei geringer Alkalitiit das schwer lésliche Natrium- 
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salz quantitativ aus. Unldslich in n/10-NaOH. — Die Salzsiure- 
zahl des Porphyrins wurde bestimmt zu 0,378. 


Kupfersalz des Porphyrins. 


Nach der iiblichen Methode dargestellt, krystallisiert es aus 
Pyridin—Kisessig oder Pyridin—Methylalkohol in feinen Nadeln. 
Schmelzp. 364—366° auf dem Block. 


4,911 mg Substanz gaben 11,630 mg CO,, 2,585 mg H,O, 0,651 mg CuO. 


3,259 mg “ » 0,279 com N (22°, 723 mm). 
C,,H,,N,0,Cu-—- Ber. C 64,53°/, H5,57°/, N9,12%, Cu 10,35 °%, 
Gef. ,, 64,58 5,88 »y 9,42 » 10,59 


Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. 568,4—557,3; II. 530,0—518,4; E.-Abs. 418. 
562,8 524,2 

Reihenfolge der Intensitit: I, IT. 








EKisenkomplexsalz des freien Porphyrins. 

20 mg Porphyrin werden in wenig Pyridin hei® gelést und 
mit einer konzentrierten Lésung von Ferroacetat in Hisessig, die 
etwas Kochsalz enthalt, versetzt. Nach langerem Stehen krystalli- 
siert das Komplexsalz in dunklen, graphitahnlichen Krystallen 
aus. Setzt man heiBes Wasser zu, so findet die Krystallisation 
sofort statt, nur resultieren sehr kleine Krystalle. 

5,540 mg Substanz gaben 13,220 mg CO,, 2,705 mg H,0O, 0,735 mg Fe,Q,. 
Halogen negativ. 

C,3H,,N,0,Fe Ber. C 65,45°/, H 5,48% N 9,26% Fe 9,22, 
Himatin — H,O Gef. ,, 65,08 »» 5,46 » = »» 9,28 
Hiimochromogenspektrum: 
I. 552,9—545,8; II. 519,2; E.-Abs. 434. 
549,38 





Veresterung des Kisenkomplexsalzes. 


Das Eisenkomplexsalz wird in wenig Pyridin gelést und mit 
einer 3°/,igen methylalkoholischen Salzsiure 2 Stunden am 
Wasserbad erhitzt. Die Lésung wird in Chloroform gegossen, 
mit ammoniakhaltigem Wasser gewaschen. Chloroform und 
Pyridin werden vollstindig abdestilliert, der Riickstand aus 
Kisessig—Wasser umkrystallisiert. Prismatische Blittchen vom 
Schmelzp. 197°. 

8,610 mg Substanz gaben 2,26 mg AgJ. 
5,160 mg * » 0,665 mg AgCl. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCI. 
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C,,H,,N,0,Fe (10CH,) Ber. OCH, 5,01 °/, 
C,,1H,,N,0,FeCl (20CH,) ¥ »» 9,26 Cl 5,28 %/, 
Gef. ,, 8,26 » 3,18 


Silberkomplexsalz des Porphyrins. 


Dieses kann nicht direkt gewonnen werden aus dem Por- 
phyrin und Silberacetat, sondern durch Verseifen des Komplexsalz- 
esters. Die Verseifung kann nur mit Alkali bewirkt werden, da 
Mineralsiiuren das Komplexsalz zerstéren. 

Der Komplexsalzester wird in Pyridin gelést und nach Zugabe 
von konzentrierter methylalkoholischer Natronlauge etwa 2 Stunden 
unter RiickfluB erhitzt. Dann wird mit Wasser verdiinnt, mit 
Kssigsiiure neutralisiert, abfiltriert und der Riickstand aus Pyridin— 
Kisessig umkrystallisiert, wobei man zu Biischeln vereinigte, rote 
Nadeln erhiilt. 

5,457 mg Substanz gaben 12,290 mg CO,, 2,725 mg H,O, 0,795 mg Ag. 

3,510 mg - » 0,245 cem N (18°, 704 mm). 

Cy3H,,N,O,Ag, (765,9) 
Ber. C 51,59 °%, H 4,47 °/, N 7,81 °%, Ag 28,17 °/, 
Cs3Hs,N,O,Ag (659,0) 
Ber. C 60,10°%, H 5,349, N38 49%, Ag 16,36°/, 
Gef. ,, 61,42 » 5,39 » 1,58 y» 14,57 
Spektrum in Pyridin (iuBerst verwaschen): 
I, 565,3—557,7; II. (538,1—522,5); E.-Abs. 418,5. 
561,5 527,8 








4,5,3’, 4’, 5’-Pentamethyl-3-athyl-pyrromethen-bromhydrat. 

1 g Himopyrrol und 1,11 g Trimethylpyrrolaldehyd werden 
in 5 ccm Athylalkohol gelést und mit 2 ccm HBr (48 °/,ig) ver- 
setzt. Nach einigem Stehen scheidet sich das Methen vollstindig 
in griin schillernden prismatischen Plittchen aus. Umkrystallisiert 
aus Alkohol. Ausbeute 55—60°/,. Zersetzungsp. 255—258°. 


5,700 mg Substanz gaben 12,450 mg CO,, 3,410 mg H,0. 


8,367 mg » 0,256 cem N (21°, 721 mm). 
6,147 mg " » 8,580 mg AgBr. 
C,,H. .N,HBr (323,0) Ber. C 59,44°/, H 7,17°/, N 8,66°%, Br 24,74 °%, 
Gef. ,, 59,57 » 6,69 » 8,37 » 24,78 


3',4, 4’-Trimethyl-3-athyl-5, 5'-dibrommethyl-pyrromethen- 
bromhydrat. 


1 g Methenbromhydrat wird in 10 ccm Kisessig heiB gelést 
und mit 1 g Brom, in etwas Kisessig gelist, versetzt. Beim Er- 
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kalten scheidet sich der Bromkérper in rot schillernden Blittchen 
aus. Ausbeute 75°/,. Zersetzungspunkt nicht unter 280° Zur 
Analyse wurde aus Hisessig umkrystallisiert. 


5,425 mg Substanz gaben 8,265 mg CO,, 2,285 mg H,0. 


4,805 mg ” ” 5,300 mg AgBr. 
C,,H,,N,Br, (481,8) Ber. C 39,85 H 4,58%, N 5,81°/, Br 49,759, 
Gef. ,, 41,55 ,, 4,71 —_ » 46,96 


Synthese des 1,3,4,5,8-Pentamethyl-2-athyl-6, 7-dipropionsaure- 
porphins. 

Auch hier wurde zur Erhéhung der Ausbeute das auf- 
gebromte Methen verwendet. Aquimolekulare Mengen gebromten 
Methens und Methens VI werden mit der doppelten Menge 
Bernsteinsiure innig verrieben und in Portionen von 1 g 
10 Minuten bei 245—250° geschmolzen. Die Aufarbeitung er- 
folgt wie vorhin beschrieben. Das Rohporphyrin wird mit methyl- 
alkoholischer Salzsiure verestert. Ausbeute an krystallisiertem 
Kster 25°/, der Theorie. Aus Chloroform—Methylalkohol spindel- 
formige Nadeln vom Schmelzp. 290°. Mischschmelzpunkt mit dem 
Kster des vorher beschriebenen Porphyrins 274—275°. 


5,451 mg Substanz gaben 14,460 mg CO,, 3,270 mg H,0. 


3,928 mg * - 0,343 ccm N (16°, 718 mm). 
C,;H,.N,O, (580,83) Ber. © 72,38°/, H 6,94°/, N 9,65°%, 
Gef. ,, 72,35 6,71 yy 9,74 


Spektrum in Chloroform: 
Ganzes Spektrum etwas verwaschen. I. 625,5—618,3; II. (595,5); 

















621,9 
III. 580,5—572,3 ; IV. 571,2—564,8; V. 542,8...539,9—-528,4....524,0; 
516,4 567,17 524,1 
VI. 512,3—487,5... 483,2; E.-Abs. 431,5. 
499,9 


Reihenfolge der Intensitit: VI, V, I, 1V, III, II. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 

















I. 626,0—620,5 ; II. sehr schwach bei 612,1; III. 597,7; 
623,2 
IV. 581,6—572,5 ; V. 571,1—566,0 ; VI. 538,9 ... 535,8—525,1 ; 
577,0 568,5 530,4 
VII. 510,4—487,2 ... 482,1; E.-Abs. 431. 
498,8 


Reihenfolge der Intensitiit: VII, VI, I, V, 1V, III, II. 


4* 
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Kupferkomplexsalz. 


Nach der tiblichen Weise gewonnen, krystallisiert es aus 
Chloroform—Methylalkohol in verfilzten Nadeln vom Schmelzp. 266°. 


5,793 mg Substanz gaben 13,920 mg CO,, 3,195mg H,O, 0,695 mg CuO. 


2,507 mg - - 0,197 ecm N (19°, 721 mm). 
C,,H,,N,0,Cu (641,8) Ber. C 65,44°, H 5.96%, N 8,72°, Cu 9,89°%, 
Gef. ,, 65,53 yy» 6,17 y 8,78 » 9,58 


Spektrum in Chloroform: 
I. 570,4—554,6 ...552,0; II. verwaschen 532,0—518,4 ; E.-Abs. 420,3. 
562,5 525,2 








Spektrum in Pyridin: 
I. 574,0—556,2...551,7; II. 547,27... 529,6—517,4; E.-Abs, 427. 
565,1 523,5 








Kisenkomplexsalz. 

Wird in bekannter Weise gewonnen, krystallisiert aus Chloro- 
form—Methylalkohol in wetzsteinformigen Krystallen vom Schmelz- 
punkt 277°. 

4,572 mg Substanz gaben 10,495 mg CO,, 2,875 mg H,O, 0,522 mg Fe,O,. 

8,767 mg ” ‘. 0,278 cem N (18°, 724 mm). 

9,690 mg e - 1,990 mg AgCl. 

C,,H,,N,O,FeCl (669,5) 

Ber. C 62,74°/, H 5,72°/, N 886°, Fe 8,38%, Cl 5,28%, 
Gef. ., 62,61 » 5,81 8,24 » 8,03 » 5,08 


Himochromogenspektrum. 
I, 552,0—543,7; II. (524,38... 519,0—512,0); E.-Abs. 49,7. 
547,8 514,5 








Silberkomplexsalz des Porphyrinesters. 

Dieses wird gewonnen wie das des isomeren Esters. Aus 
heiBem Benzol krystallisieren spindelférmige Nadeln aus vom 
Schmelzp. 272°. 

4,916 mg Substanz gaben 10,879 mg CO,, 2,407 mg H,O, 0,797 mg Ag. 


4,605mg » 10,215 mg CO,, 2,245 mg H,O, 0,718 mg Ag. 
3,205 mg am _ 0,243 ccm N (19°, 722 mm). 
C,;H,,N,0,Ag (687,1) 

Ber. C 61,12°/, H 5,72°/, N 8,15°/, Ag 15,69°, 

Gef. ,, 60,36, 60,50 » 3,48, 5,48 ,, 8,39 » 16,22, 15,60 


Spektroskopisch identisch mit dem isomeren Silberkomplexsalz. 











oS <a ROBE 











Synthese einiger Porphyrine vom Atioporphyrin IlI-Typ usw. 53 


Freies Porphyrin. 


Erhalt man durch Verseifung des Esters. a) Man iibergieBt 
50 mg Ester mit 50 ccm konzentrierter HCl und laBt iiber Nacht 
stehen. Nach dem Verdiinnen mit Wasser wird mit Na-Acetat 
das Porphyrin gefillt. b) Man kocht den Ester mit aufstehender 
NaOH etwa 2 Stunden, wobei sich das schwer lisliche Natrium- 
salz ausscheidet. Dieses wird in HCl gelést und ebenfalls daraus 
mit Acetat das Porphyrin gefillt, das aus Pyridin—Kisessig in 
rhombischen Platten krystallisiert. Ausbeute quantitativ. Schmelz- 
punkt 385° auf dem Block. 


4,867 mg Substanz gaben 12,750 mg CO,, 2,905 mg H,0. 








2,327 mg - » 0,216 cem N (15°, 720 mm). 
C,;H5,N,0, (552,2) Ber. C 71,72, H 6,57%, N 10,15%, 
Gef. ,, 71,45 » 6,68 »» 10,42 


Salzsaiurezahl 0,378. Identisch mit 1,2,3,5,8-Pentamethyl-4- 
athyl-6, 7-dipropionsdure-porphin. 

Spektrum in Ather: 

I. 626,2—621,8; II. (612,8); III. (597,5); IV. 581,3—572,9; 




















623,7 577,1 
V. 571,5—566,5; VI. 536,6 ... 534,2—524,6...521,4; VII. 507,2—483,5; 
569,0 529,4 495,3 


E.-Abs. 435. 
Reihenfolge der Intensitét: VII, I, VI, V, 1V, III, IL. 


Spektrum in 1°/,iger HCl: 

I. 594,4—585,45 II. 564,7-—510,0; E.-Abs. 420,7. 
589,4 552,3 

Reihenfolge der Intensitaét: II, I. 











Kupferkomplexsalz. 


Dieses wird nach bekannter Methode gewonnen und kry- 
stallisiert aus Pyridin—Kisessig in haarfeinen Nadeln. Schmelz- 


punkt auf dem Block 382°. 
4,058 mg Substanz gaben 9,620 mg CO,, 2,095 mg H,O, 0,538 mg CuO. 


3,945 mg - - 0,315 ecm N (15°, 720 mm). 
C,,;H,,N,0,Cu (613,7) Ber. C 64,53°/, H 5,57°/, N 9,12°/, Cu 10,35°%, 
Gef ,, 64,65 Sees »» 8,96 » 10,59 


Spektrum in Pyridin—-Ather: 
I. 572,5—552,9; ~— I. 532,8—516,9; E.-Abs. 427,0. 
562,17 524,8 
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Kisenkomplexsalz des freien Porphyrins. 


Ks wird wie das des isomeren Porphyrins gewonnen. Aus 
Kisessig—Wasser rautenférmige Blattchen. 

5,335 mg Substanz gaben 12,700 mg CO,, 2,400 mg H,0, 0,700 mg Fe,0,. 

Halogen negativ. 

2,258 mg Substanz gaben 0,192 ccm N (15°, 726 mm). 


C,,H3,N,0,Fe Ber. C 65,45°/, H 5,48°/, N 9,26°/, Fe 9,22°, 
Himatin—1H,O Gef. ,, 64,92 y 5,03 » 9,62 » 9,18 


Hamochromogenspektrum: 
I, 554,4—544,7; II. Maximum etwa 519,5 ... 510; E.-Abs. 440. 
549,5 





Silberkomplexsalz des freien Porphyrins. 


Es kann nur durch Verseifung des Esters gewonnen werden. 
Aus Pyridin—Hisessig erhilt man zu Garben vereinigte spindel- 
formige, rote Nadeln. 

5,005 mg Substanz gaben 11,000 mg CO,, 2,300 mg H,O. 0,795 mg Ag. 

3,175 mg - ” 0,264 ccm N (18°, 706 mm). 

C,3Hs;N,O,Ag (659,0) 

Ber. C 60,10, H 5,84°%, N 849% Ag 16,36°, 
Gef. ,, 59,94 y B14 » 9,10 » 15,88 

Spektroskopisch identisch mit dem Silberkomplexsalz des isomeren 
Porphyrins. 

Die Veresterung des Silberkomplexsalzes gelingt mit Di- 
azomethan, das in Ather gelést ist. Es resultiert derselbe Dimethyl- 
ester, der direkt aus dem Ester gewonnen wird, was mit Hilfe 
des Mischschmelzpunktes nachzuweisen ist. Mischschmelzp. 272°. 


3,3’—4,4’- Tetramethyl-5, 5 -dibrommethyl-pyrro-methenbromhydrat. 
0,3 g 3,3’—4, 4’—5, 5’- Hexamethyl - pyrromethenbromhydrat 

werden in wenig Hisessig gelést und mit 0,4 g Brom in wenig 

Kisessig gelést heiB bromiert. Ausbeute 72°/, der Theorie. 


3,882 mg Substanz gaben 5,660 mg CO,, 1,460 mg H,0. 


3,788 mg - » 0,216 ecm N (18°, 721 mm). 
6,880 mg ¥ » 1,020 mg AgBr. 
C,,H,.N,Br, Ber. C 38,54 °/, H 4,11 %, N 6,21, Br 51,34 °/, 
Gef. ,, 39,74 4,22 6,34 » 46,83 


Synthese des 1,2,3,4,5,8-Hexamethyl-6, 7-dipropionsaureporphins. 


Aquimolekulare Mengen obigen gebromten Methens und 
Methens VI werden mit der 3fachen Menge Bernsteinsiure ver- 
mischt und 20 Minuten lang bei 240—250° geschmolzen. Infolge 
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der Schwerléslichkeit des Porphyrins in Ather wurde die Reinigung 
durch Ausflockung erzielt. Das Rohporphyrin wird mit methyl- 
alkoholischer Salzsiure verestert. Aus Pyridin—Methylalkohol 
erhalt man verfilzte Nadelchen, die bei 318—320° auf dem Block 
schmelzen. Ausbeute 10 °/,. 


4,288 mg Substanz gaben 11,315 mg CO,, 2,595 mg H,O. 


























2,585 mg . 55 0,288 cem N (19°, 723 mm). 
C,,HssN,O, (566,38) Ber. C 72,05%, H 6,76°, N 9,88%, 
Gef. ,, 71,97 » 6,77 »» 10,48 
Spektrum in Chloroform: 
I. 625,6—617,0 ; II. schwach 610,3; III. schwach 595,8; 
621,3 
IV. 580,9—571,4; V. 570,0—568,5; VI. 539,6—524,3; VII. 512,1—481,1 ; 
| 576,1 566,7 531,9 496,6 
| VIII. 464,2—455,6; E.-Abs. 438,5. 
l 459,9 


Reihenfolge der Intensitét: VII, VI, I, V, IV, VIII, III, II. 


Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. 626,5—618,8 ; II. schwach 611,1; III. schwach 596; 


| 622,6 
/ IV. 583,1—572,7; V. 570,3—564,7; VI. 539,2—523,6; VII. 512,3—484,0; 


571,9 567,5 531,4 498,1 
VIII. etwa 467,4; E.-Abs. 434,5. 


Spektrum in 5 °/,iger HCl: 
I. 596,2—587,1; II. schwach 572; III. 556,5—540,5; E.-Abs. 422,5. 


591,6 548,5 


























Kupferkomplexsalz. 


In bekannter Weise gewonnen, krystallisiert es aus Pyridin— 
Eisessig in feinen roten Nadeln. Schmelzp. 297°. 


4,798 mg Substanz gaben 11,485 mg CO,, 2,510mg H,O, 0,652mg CuO. 
2,608 mg - 5, 0,220 cem N (19°, 711 mm), 


C,,H;,N,0,Cu (627,7) 

Ber. C 65,00°% H 5,76%, N8,92°, Cu 10,12%, 

Gef. ,, 65,29 y 5,85 9 9532 » 10,86 
Spektrum in Chloroform: 
I, 574,2—551,1; II. 536,5—515,5; Schatten bei annihernd 485; 

561,6 526,0 
E.-Abs. 422,5. 

Spektrum in Pyridin: 
I, 575,1—553,7; IL. 541,8—517,7; E.-Abs. 480,5. 


564,7 529,7 























56 H. Fischer und Else Jordan, 


Eisenkomplexsalz. 

Dasselbe wird mit einer Auflésung von Ferrum reductum 
in EKisessig mit Kochsalz und Salzsiurezusatz gewonnen. Drusen- 
formige Nadeln, aus Chloroform—Kisessig umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 316°. 

4,835 mg Substanz gaben 11,095 mg CO,, 2,400 mg H,0, 0,610 mg 
Fe,0O,. 

4,187 mg Substanz gaben 0,333 ecm N (18°, 718 mm). 

6,315 mg - » 1,400 mg AgCl. 

C,,H,,N,O,FeCl (655,4) 
Ber. C 62,35°, H 5.53% N 855%, Fe 849% Cl 5,40, 
Gef. ,, 62,58 y 5,55 » 8,78 » 8,82 » 5,48 
Himochromogenspektrum: 
I. 552,2—544,1; II. 522,3—505,3; E.-Abs. 491,6. 
548,1 518,8 














Freies Porphyrin. 
a) Chlorhydrat. 

225 mg Ester werden mit 200 ccm konzentrierter HCl iiber- 
gossen und iiber Nacht stehen gelassen. Am nichsten Tag er- 
wirmt man auf dem Wasserbad, bis alle Substanz gelést ist, 
Beim Verdiinnen mit einigen Kubikzentimeter H,O scheidet sich 
das Chlorhydrat in schén ausgebildeten Platten aus. Umkrystalli- 
siert aus konzentrierter Salzsiure—Wasser. Schmelzpunkt auf 
dem Block 387°. 


4,615 mg Substanz gaben 10,640 mg CO,, 2,595 mg H,O, 





4,655 mg “5 » 0,387 cem N (18°, 718 mm). 
7,768 mg 1 » 93,490 mg AgCl. 


C,,H,,N,0,-2HClI (611,0) 
Ber. C 62,85°/, H 5,92% N9,16°%, Cl 11,59, 
Gef. ., 62,64 » 6,29 y 9,21 11,12 
b) Porphyrin. 
Aus dem Filtrat wird mit NaOH und Natriumacetat das 
Porphyrin gefillt. Krystallisiert aus Pyridin—Kisessig in feinen 


Niidelchen. 
4,813 mg Substanz gaben 12,685 mg CO,, 2,615 mg H,0O. 
3,531 mg ‘ , 0,333 eem N (15°, 727 mm). 
C,.H,,N,O, (538,2) Ber. C 71,35°/,  H 6,35°%,  N 10,41 °%, 


Gef. ,, 71,88 » 6,08 10,67 
Salzsiurezahl 0,2. 


Spektrum in Salzsiure: 
I, 593,1—586,7 ; II. sehr schwach 568,2... 554,2—538,2; E.-Abs. 417. 








589,9 541,2 
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Spektrum in Ather: 
I. 625,8—620,8 ; II. sehr schwach 613,3; III. schwach 597,1; 

















623,3 
IV. 580,8—572,7 ; V. 570,3—565,5 ; VI. sehr schwach 558,5; 
576,7 567,9 
VII. 537,7... 532,8—522,9...518,4; VIII. 505,4—482,4; E.-Abs. 431. 
527,6 493,9 


Kupferkomplexsalz. 
Krystallisiert aus Pyridin—Kisessig in groBen, langen Nadeln. 


4,320 mg Substanz gaben 10,040 mg CO,, 2,070 mg H,0, 0,600 mg CuO. 
3,537 mg 0,316 cem N (11°, 723 mm). 
C32Hs,N,0,Cu (599,7) 
Ber. C 64,04°/, H5,36°, N 933% Cu 10,59°, 
Gef. ,, 63,38 3,36 » 10,21 11,10 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
I, 574,7—550,7; II. 537,9—515,5; E-Abs. 426,5. 


562,7 526,7 








EKisenkomplexsalz. 
Krystallisiert in feinen Nadeln; Zersetzungspunkt nicht 


unter 360°. 
4,059 mg Substanz gaben 9,090 mg CO,, 1,940 mg H,O, 0,539 mg 


Fe,03. 
3,022 mg Substanz gaben 0,250 cem N (18°, 719 mm). 


7,395 mg a » 1,530 mg AgCl. 
C,,H;.N,O,FeCl (627,4) 
Ber. C 61,20, H5,13°/, N 892°, Fe 889°, Cl 5,64, 
Gef. ,, 61,08 5,85 918 » 9,29 » Dyl2 
Himochromogenspektrum: 
I. 553,5—541,3 ; IT, 528,5... (522,2—912,5 ... 504,25 E.-Abs. 439,5. 


547,4 517,38 








Synthese des 1,3,5,6,7,8-Hexamethylporphins. 


Dieses erhalt man durch Verschmelzen von 3,3’,4,4’-Tetra- 
methyl-5,5’-dibrompyrromethenbromhydrat und 4,3’,5,5’-Tetra- 
methylpyrromethenbromhydrat mit Bernsteinsiure. Da die Aus- 
beuten sehr gering waren, wurde letzteres Methen auch bromiert. 
Als beste Methode wurde folgende gefunden: 

Aquimolekulare Mengen beider Methene werden mit der 
doppelten Menge Bernsteinsiure in Portionen zu 1 g 8—10 Min. 
bei 245—250° geschmolzen. Die erstarrte Schmelze wird in der 
Reibschale fein zerrieben, einmal mit Wasser ausgelaugt, dann 
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mit konzentrierter Salzsiure—Kisessig unter Erwirmen in Lésung 
gebracht. Von verkohlten Riickstinden wird abfiltriert und aus 
der Lésung mit NaOH das Porphyrin gefallt. Da das Porphyrin 
in Ather auBerst schwer ldslich ist, kann die Willstittersche 
Reinigungsmethode nicht angewendet werden. Um das aus- 
geflockte Porphyrin von noch beigemengtem Methen zu befreien, 
lést man nochmals in Salzsiure und flockt mit Acetat aus. Das 
getrocknete Rohporphyrin wird mit Methylalkohol so lange extra- 
hiert, bis der Methylalkohol farblos ablauft. Nun wird mit Chloro- 
form das Porphyrin ausgezogen und mit Methylalkohol krystalli- 
siert. Kleine quadratische Platten, Schmelzp. 415—420° auf dem 
Block. Ausbeute 8 °/,. 


4,655 mg Substanz gaben 12,820 mg CO,, 2,830 mg H,0. 


3,080 mg " » 0,382 cem N (19°, 725 mm). 
C,sH..N, (394,2) Ber. C 79,15°%,  H 664% N 14,21°%, 
Gef. ,, 75,11 ,, 6,80 » 13,83 


Der zu geringe Kohlenstoffwert wird durch einen Halogengehalt aus- 
geglichen. Berechnet fiir Brom 4,26°/,, gefunden 4,37°/). (4,481 mg Sub- 


stanz gaben 0,46 mg AgBr.) 
Das Halogen ist sehr schwer aus dem Molekiil zu entfernen, zuerst 


wurde es durch Krystallisation aus Pyridin-Methylalkohol versucht, der 
Kohlenstoffgehalt stieg auf 77,03 °/, (5,108 mg Substanz gaben 14,890 mg COQ,). 
Diese Substanz wurde im Hochvakuum bei 300—310° sublimiert. 


4,210 mg Substanz gaben 12,145 mg CO,, 2,430 mg H,0. 


2,731 mg te » 0,351 cem N (20°, 726 mm). 
C,,.H,.N, Ber. C 79,15°%, H 664% WN 14,21°/, 
Gef. ,, 78,68 » 6,46 14,81 


Um nun ein vollstindig halogenfreies Produkt zu erhalten, 
wurde die Chloroformlésung des Porphyrins 24—34 Stunden mit 
Ammoniak an der Schiittelmaschine geschiittelt, dann mit Wasser 
gewaschen, das Chloroform abdestilliert, der Riickstand 1 Stunde 
mit Pyridin gekocht und zum SchluB 2 mal aus Pyridin—Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. Das so erhaltene Porphyrin wurde noch 
im Hochvakuum bei 300—310° sublimiert. Man gewinnt aller- 
dings auf diese Weise nur etwa 20°/, der angewandten Menge. 


4,266 mg Substanz gaben 12,380 mg CO,, 2,595 mg H,0. 


3,330 mg i. » 0,415 cem N (16°, 728 mm). 
C,,HaN, Ber. C 79,15°, H 664°, N 14,21 °%, 
Gef. ,, 79,15 , 6,81 , 14,10 


Spektrum in Ather: 
I, 624,9—619,3; II. (610,1); IIL. (595,5); IV. 581,5... 575,8—572,5 ; 
622,1 574,2 
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V. 569,7—564,5; VI. (557,7); VII. 535,38... 581,1—520,9 ... 518,4; 





567,1 526,0 
VIII. 504,5—479,6; Schatten 467,5 (schwach); E.-Abs. 481. 
f 492,0 
‘ Reihenfolge der Intensitit: VIII, I, VII, IV, III, V. 


Spektrum in Chloroform: 
I. 623,3—616,8; II. 580,3... 569,0—562,5; ‘III. 535,8—523,2; 
; 620,0 565,7 529,0 














IV. 509,1—490,5 ...480,6; E.-Abs. 481. 
499,8 


Reihenfolge der Intensitaét: IV, III, I, I. 
Salzsiiurezahl des Porphyrins 0,7. 





Kupferkomplexsalz. 


30 mg Hexamethylporphin werden in Chloroform gelést und 
mit einer Kupferacetat—Hisessiglésung versetzt, Das Kupfersalz 
krystallisiert in derben, an den Kanten zersetzten Krystallen aus. 
Umkrystallisiert aus Chloroform—Methylalkohol. 

5,423 mg Substanz gaben 13,585 mg CO,, 2,560 mg H,O. 

4,504 mg * » 0,774 mg CuO. 

2,224 mg ” » 0,206 cem N (18°, 712 mm.) 

C,,H,,N,Cu (455,6) 
Ber. C 68,48°/, H 529%, N 12,29%, Cu 13,94 °%, 
Gef. ,, 68,32 » 5,28 » 11,80 yy 13,41 
Spektrum in Chloroform: 
I. 568,8—550,7 ; II. 580,0—514,1; E.-Abs, 421,5. 
559,7 522.0 











Kisenkomplexsalz. 


Das Porphyrin wird in wenig Chloroform gelést und mit 
Ferroacetat in Kisessig + NaCl versetzt. Man erhitzt noch so 
lange, bis alles Chloroform wegdestilliert ist. Nach einigem Stehen 
scheidet sich das Kisensalz krystallisiert aus. Umkrystallisiert 
aus Chloroform—Eisessig. 

" — mg Substanz gaben 9,480 mg CO,, 1,695 mg H,O, 0,687 mg 
€,U3- 
C,,H,,N,FeCl (483,38) Ber. C 64,56°/, H 4,98°/, Fe 11,55 °/, 
Gef. ,, 63,81 » 4,68 » 11,86 
Himochromogenspektrum: 
I, 549,5—541,8; IL sehr verwaschen (520,1—509,9); E.-Abs. 432,2. 


545,6 515,0 
Reihenfolge der Intensitit: I, II. 
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Trennung des Hexamethylporphins von Atioporphyrin. 


2 mg Hexamethylporphin werden mit 2 mg Atioporphyrin 
vermischt, in Salzsiure gelést und mit NaOH in Ather geschiittelt. 











Spektrum: 
I. 625,3—620,7; II. (596,9); III. 582,9—574,2; IV. 572,4—565,9; 
623,0 578,5 569,1 
V. 52,5... 529,1—522,6; VI. 506,1—482,0; E.-Abs. 481,2. 








525,8 494,0 

Reihenfolge der Intensitiit: VI, V, I, IV, UI, II. 

Mit 0,7 °/,iger HCl wird der Atherlésung das Hexamethyl- 
porphin entzogen, das nach dem Schiitteln in Ather mittels NaOH 
reines Hexamethylporphinspektrum zeigt. Rotstreifen 622,0. Der 
restliche Ather zeigt reines Ktioporphyrinapektrum. Rotstreifen 
623,2. Mit 5°/,iger HCl wird alles Atioporphyrin dem Ather 
entzogen. 

Bromierung des Hexamethylporphins. 

0,1 g Porphyrin wird in Chloroform und einigen Kubik- 
zentimetern Kisessig heiB gelést, das Chloroform zum gréBten Teil 
wieder abdestilliert. In die heiBe Lisung gibt man einen Uber- 
schuB an Brom, etwa 0,2 g (berechnet 0,158 g Brom fir 4 Br,). 
Sofort oder nach einigem Stehen fallt der Bromkorper in rot 
glitzernden makroskopischen Blattchen, die an den Kanten gezahnt 
sind, aus. Sublimiert schwach bei 410° auf dem Block. Die 
Krystalle werden mit absolutem Ather gewaschen und obne um- 
zukrystallisieren und ohne zu trocknen analysiert. 


4,570 mg Substanz gaben 5,180 mg CO,, 1,315 mg H,0. 


8,287 mg ” » 0,180 cem N (18°, 717 mm). 
5,320 mg - » 7479 mg AgBr. 
C,,H,,.N,Brs (1025,3) Ber. C 30,44 H 1,76 N 5,47 Br 62,33, 
Gef. ,, 30,92 ,, 3,22 ,, 606 ,, 62,31 


Das Perbromid wird mit Aceton iibergossen und iiber Nacht 
stehen gelassen. Ein geringer Teil Porphyrin geht in Lésung. 
Vom Riickstand wird abfiltriert. Die stark glitzernden Krystalle 
des Perbromids sind in violette Krystalle tbergegangen. Die 
Analyse zeigt, daB Brom teilweise abgespalten wurde. 

4,954 mg Substanz gaben 8,770 mg CO,, 2,158 mg H,0. 

10,965 mg . » 9,00 mg AgBr. 

Gef. C 48,28 H 4,87 Br 34,94°/, 

Erhitzt man das so erhaltene Produkt mit Aceton etwa 
10 Minuten lang, so erhalt man ein Bromporphyrin, dessen Ana- 
lyse anniihernd auf 2 Brom im Molekiil stimmt. 
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4,205 ing Substanz gaben 8,570 ng CO,, 1,595 mg H,O. 
C,,H.,N,Br, (551,9) Ber. C 56,52 H 4,38°/, 
Gef. ,, 55,58 ,, 4,25°/, 

Das Bromporphyrin zeichnet sich durch aiuBerst groBe Schwer- 
léslichkeit aus. Die Krystallisation ist nur aus heibem Nitro- 
benzol méglich. Es resultieren rautenfoérmige Blittchen, die oft 
miteinander verwachsen sind. 


8,495 mg Substanz gaben 5,216 mg AgBr. 
4,521 mg .“ » 9,513 mg CO,, 1,870 mg H,0. 
3,065 mg ‘ » 0,272 cem N (18°, 710 mm). 
C,,.H,,N,Br, (551,9) Ber. C 56,52 H 4,38 N 10,15 Br 28,95°, 
Gef. ,, 57,64 , 4,64 ,, 9,78 , 26,18%, 
Spektrum in Nitrobenzol: 














Sehr verwaschen. I, 631,0—623,3 ; II. 586,3 ... 574,1—569,3; 
627,2 572,7 
III. 543,8—533,5; IV. 518,0—etwa 496,1; E.-Abs. etwa 452,5. 
538,6 etwa 507,0 


DaB durch Nitrobenzol zunichst teilweise Entbromung und 
schlieBlich vollstiindige Zertrimmerung des ganzen Molekiils ein- 
tritt, wird durch folgenden Versuch bewiesen: 

5 g Bromporphyrin werden mit 2 ccm Nitrobenzol gekocht. 
Das Nitrobenzol wird vorher mit Wasser ausgeschiittelt und der 
waBrige Auszug mittels Silbernitratlésung und Salpetersiure auf 
event. Halogengehalt gepriift. Probe negativ. 

Nach 24stiindigem Kochen ist eine minimale Verschiebung 
des ersten Rotstreifens nach Violett zu konstatieren. Nach 
weiterem Kochen wird das Spektrum immer verwaschener, bis 
nach 96 Stunden jedes Spektrum verschwunden ist, was auf eine 
Zerstérung des Molekiils hindeutet. Der wiBrige Auszug des 
Nitrobenzols zeigt nun positive Halogenreaktion. 


Synthese des 2,3, 5, 8-Tetramethyl- 4, 6, 7-tripropionsaureporphins. 

Aquimolekulare Mengen 3,3’-Dipropionsiure-4,4’-dimethyl-5,5’- 
dibrom-pyrromethen-bromhydrat und 3,3’-Dimethy]-4’-propionsiure- 
5,5’-dimethyl-pyrromethen-bromhydrat (XIII) werden mit der dop- 
pelten Menge Bernsteinsiure verrieben 10 Minuten lang bei 255° 
geschmolzen. Die Aufarbeitung erfolgt ebenso wie bei den vor- 
hergehenden Porphyrinen. 

Ein Teil wurde in Ather gebracht, daraus mit Salzsiure 
fraktioniert. Kin geringer Teil ist mit 0,1°/,iger HCl ausziehbar, 
der gréBere mit 0,5°/,iger HCl. Nach dem Verestern erwiesen 
sich beide als identisch. 
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Der Dimethylester krystailisiert aus Chloroform-Methylalkohol 
in makroskopischen Nadeln vom Schmelzp. 215°. Die Ausbeute 
ist sehr schlecht, sie betragt nur etwa 3—4°/, der Theorie. 

4,518 mg Substanz gaben 11,405 mg CO,, 2,490 mg H,O. 

2,810 mg » » 0,230 cem N (21°, 719 mm). 

C,H NO, (624,83) Ber. C 69,20 H 6,45 N 8,97°, 
Gef. ,, 68,85 ,, 6,16 ,, 8,99 

Spektroskopischer Befund: 

a) In Chloroform: 

I. 624,0—618,6; II. (594,8); III. 580,8 ... 569,7—565,6 ... 563,7; 

621,3 567,6 
IV. verwaschen 548,1—526,1; V. 510,0—489,7 ... 483, E.-Abs. 428,0. 
537,1 499,8 
Reihenfolge der Intensitiit: V, IV, I, III, II. 


b) In Pyridin-Ather: 
I. 625,5—621,1; II. (612,8); III. (697,4); IV. 581,8... 570,8—566,8 ; 





























623,3 568,8 
V. 537,6 ... 538,0—525,6 ... 522,9; VI. breiter dreifacher Streifen 
529,3 
508,2—482,8; E.-Abs. 439. 





495,5 





Kupferkomplexsalz des Esters, 
Wie iiblich dargestellt, krystallisiert es aus Pyridin—Eisessig 


in roten Nadeln. Schmelzp. 233°. 
4,500 mg Substanz gaben 10,370 mg CO,, 2,215 mg H,O, 0,540 mg CuO. 
3,172 mg - ‘ 0,237 ecm N (16°, 726 mm). 
C,,H,:N,0,Cu (685,72) Ber. C 63,00 H 5,57 N 8,16 Cu 9,25°%, 
Gef. ,, 62,85 ,, 5,51 ,, 842 ,, 9,59 
Spektroskopischer Befund: 
a) In Chloroform: 
I, 571,1—551,8; Il. verwaschen 533,8—516,0; E.-Abs. 415,5. 
561,4 524,9 
b) In Pyridin: 
Ganzes Spektrum verwaschen. I. 








570,5—557,1; II. 535,8—521,4; 
563,8 528,6 








E.-Abs. 420. 


EKisenkomplexsalz des Esters. 


Krystallisiert aus Eisessig—Wasser in rautenférmigen Blittchen. 
5,015 mg Substanz gaben 11,120 mg CO,, 2,410 mg H,O, 0,600 mg Fe,O,. 
2,945 mg - i 0,206 ccm N (16°, 719 mm). 
6,217 mg ot 7 1,25 mg AgCl. 
C,,H,,N,O,FeCl (713,4) Ber. C 60,55 H 5,35 N 7,85 Fe 7,84 Cl 4,96, 
Gef. ,, 60,47 ,, 5,38 , 7,82 , 8,87 ,, 4,97 
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Himochromogenspektrum: 
I. 550,0—545,0; II. etwa 517,5; E.-Abs. 437,5. 
547,5 





Behandlung von 
Hamatoporphyrin-chlorhydrat mit athylalkoholischem Kali. 


0,5 g Hamatoporphyrin-chlorhydrat werden mit 35 g KOH 
in 75ccm absolutem Athylalkohol unter Riickflu8 gekocht (Innen- 
temperatur etwa 108°). Nachdem alles KOH gelist ist, wird bei 
abgestellter Kiihlung auf dem Babotrichter konzentriert, bis die 
Innentemperatur 170° zeigt. Nun wird 24 Stunden auf dem 
Schiittelstativ erhitzt. Der nach dem Erkalten feste Riickstand 
wird in viel Wasser gelést, mit Kisessig das Porphyrin gefiallt. 
Das ausgeflockte Porphyrin wird in Salzsiure gelést und mittels 
NaOH in Ather gebracht. 

Mit 0,2°/,iger HCl wird ein geringer Teil Porphyrin dem 
Ather entzogen, mit 0,5°/,iger HCl der gré8te Teil. Aus der 
0,5°/,igen Salzsiurelésung wird mittels Natriumacetat das Por- 
phyrin gefallt und nach dem Trocknen mit methylalkoholischer 
Salzsiure verestert. Ester krystallisiert in gut ausgebildeten 
Plattchen aus Chloroform—Methylalkohol. Schmelzp. 196° Aus- 
beute 60 mg. 


Konzentriert man die Lauge nur auf 160° und hilt 
21/, Stunden auf dieser Temperatur, so erhailt man denselben 
Ester, aber in besserer Ausbeute (80 mg). 

Mischschmelzpunkt mit Mesoester (Schmelzp. 210°) zeigt 204°. 


4,696 mg Substanz gaben 12,385 mg CO,, 2,930 mg H,0. 
8312mg sy, 0,294 cem N (19%, 716 mm). 


Berechnet fiir Mesoester 
Cy.H,,N,O, Ber. C 72,72°%, H 7,07 °/, N 9,42°/, 
Gef. ,, 71,93 » 6,98 yy 9,77 


Spektrum in Chloroform (Ganzes Spektrum etwas verwaschen): 
I. 625,0—617,4 ; II. (595,2); III. 580,1—571,8; 1V. 570,3—563,6 ; 
622,1 575,9 566,9 
III und IV_ schwimmen _ineinander; V. 589,6—528,6 ... 523,38: 
34,1 














VI. 511,9—486,3 ; E.-Abs. 435,5. 
499,1 
Reihenfolge der Intensitit: VI, V, I, IV, III, I1. 
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Spektrum in Pyridin-Ather: 
I, 625,2—619,4 ; II. (596,2); III. 580,8—571,4; IV. 570,4—565,5 ; 
622,3 576,1 567,9 
V. 539,2 ... 586,7—524,8; VI. 509,5—486,8 ; E.-Abs. 480. 
530,7 498,1 

















Kupferkomplexsalz. 


Konnte nicht krystallisiert erhalten werden; zeigte keinen 
einheitlichen Habitus. 


Erhitzen im Hochvakuum. 


Kinige mg des Esters wurden im Hochvakuum einer Queck- 
silberpumpe 10 Minuten bei 200—210° Olbadtemperatur erhitzt. 
Es konnte keine Wasserabspaltung und somit keine Veranderung 
des Spektrums beobachtet werden, ebenso bei einer Erhitzungs- 
dauer von einer halben Stunde. 

Spektrum des Esters in konzentrierter Schwefelsiure: 

(Sofort gemessen): I. 598,2—589,8 ; (574,2); II. 560,83—536,1 ; (52,1); 

594,5 548,2 








(508,2); E.-Abs. 428,1. 
(Nach 14 Stunden gemessen): I. 598,1—591,3 ; (574,1); II. 558,1—536,4 ; 


594,7 547,8 








(524,0) (507,6). 

Der Ester vom Schmelzp. 202° wird nochmals verseift, in 
Ather gebracht und daraus mit Salzsiure fraktioniert. Das 
Porphyrin aus der 0,5°/,igen Salzsiurefraktion wird abermals mit 
n/10-NaQH behandelt, wobei das Natriumsalz quantitativ ausfallt. 
Nach dem Verestern Schmelzp. 202°, Mischschmelzpunkt mit 
Mesoester (210°) ergibt 207°. 


Versuch mit Kaliumathylat. 


27 g Kalium werden in 75 ccm absolutem Athylalkohol ge- 
lést (eventuell noch etwas Alkohol zugeben), dann werden 0,5 g 
Haimatoporphyrinchlorhydrat zugegeben, bis 175° Innentemperatur 
konzentriert und 2?/, Stunden bei dieser Temperatur erhitzt. 
Reinigung durch Salzsiurefraktionierung. Der Methylester aus 
0,5°/,iger HCl hat den Schmelzp. 196°. 
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Zur Physiologie einiger Syniewski-Dextrine. 
Von 


A. Joszt und M. Kunifski. 





[Institut fir chemische Technologie des Landwirtschaftlichen Gewerbes der Technischen 
Hochschule Lwéw (Polen)}. 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1930.) 


Nach der Feststellung von H. Pringsheim und K. O. Miller’), 
daB die Polyamylosen kein Substrat fiir den Stirkeaufbau in 
den in der Dunkelheit entstirkten Zellen der Spirogyra dubia 
bilden — war es interessant, ob die Produkte des diastatischen 
Stirkeabbaues dazu nicht etwa besser geeignet wiren. Die Frage 
ist desto wichtiger, weil auBer der obengenannten physiologischen 
Inaktivitit den Polyamylosen noch auch augenscheinlich die Kignung 
zur Amylolyse fehlt”) und dadurch Schwierigkeiten in der Fest- 
stellung ihrer Rolle im Starkekomplex zum Vorschein kommen. 
Deshalb verfolgten wir in der vorliegenden Arbeit die Frage, ob 
einige Dextrine, die einer diastatischen Starkehydrolyse nach 
Syniewski entstammen, ein Stairkeaufbausubstrat fiir die entstirkten 
Zellen der uns zuginglichen Alge Spirogyra nitida bilden. 

Die Kultur der genannten Spirogyra wurde von uns in einem 
Teiche in der Umgegend von Lwéw gefunden und vom Prof. 
Dr. S. Kulezynski der Universitit Lwow als Spirogyra iden- 
tifiziert, wofiir wir uns an dieser Stelle erlauben dem Herrn Prof. 
Kulcezynski unseren besten Dank auszusprechen. 

Als Substrat benutzten wir in unseren Experimenten das Grenz- 
dextrin II*), und zwei Erythrodextrine, von denen das erste aus 
Amylodextrin durch #-diastatische Kinwirkung und das zweite aus 
dem nichtreduzierenden Grenzdextrin I auf analogem Weg im hiesigen 
Laboratorium durch Herrn Dr. A. Tychowski erhalten wurde.*‘) 





1) Diese Z. 118, 236 (1922). 

*) Pringsheim, ,,Polysaccharide“, If. Aufl. S. 170. — Sehwacher 
diastatischer Abbau der Diamylose und der a-Tetraamylose durch Pankreas- 
saft wurde von Karrer (Helvet. chim. Acta. 4. 678 (1921) beobachtet. 

8) Syniewski, Liebigs Ann. 309, 282 (1899); 324, 212 (1902). 
*) Tychowski, ,,Studja nad erytrodekstrynami.“ Diss. Lwéw. 1928. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCI. 5 
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Die Fiiden der obengenannten Spirogyra wurden von uns im 
Leitungswasser gehalten und durch 8—10 tigiges Verweilen in einer 
Dunkelkammer entstarkt, was wir durch giinzliches Ausbleiben der 
Jodreaktion immer feststellten. Die entstiirkten Algenfaiden unter- 
lagen immer in diesen Kulturbedingungen einer Verliingerung in 
der Richtung der Liingsachse, wodurch auch die Chlorophyllbinder 
in ihren Windungen gelockert wurden. Solche entstarkte Faden 
kultivierten wir weiter unter ginzlicher Verdunkelung in 1-, 5- und 
10°/,igen Lisungen von Glucose, Maltose und Saccharose, sowie 
in 5°/,igen Lésungen des Grenzdextrins II und beider Erythro- 
dextrine in Leitungswasser.') In solchen Lésungen erhielten wir 
aber sehr oft Infektionen durch Mikroorganismen (vorzugsweise 
Bakterien) und als Folge davon — 6ftere Inversion von zusammen- 
gesetzten Zuckern, die durch Osazonreaktion konstatiert werden 
konnte. Da wir aber eine Inversion auBerhalb der Algenzelle 
ginzlich ausschlieBen muBten, arbeiteten wir weiter in cbengenannten 
Kulturfliissigkeiten mit einem 0,05°/,igen Zusatz von 1/n-Na,CrO,- 
Lésung. Der Zusatz von Natriumchromat erlaubt uns in allen 
Fiillen, die weiter in unserer ‘l'abelle angegeben sind, jedwede 
Infektion und Inversion von unseren Kulturen fernzuhalten. Das 
Ausbleiben einer Infektion wurde in jedem Falle durch eine aus- 
fiihrliche bakteriologische Analyse auf Petrischalen und das Fehlen 
von Inversion durch Osazonreaktion festgestellt. 

Beim Ausfiihren der Jodreaktion in den kultivierten Algen- 
fiiden existiert immer die Méglichkeit fehlerhafter Beobachtungen, 
da das Protoplasma der Fiiden durch Jod gelb gefirbt wird und 
mit der griinen Chlorophyllfarbe eine resultierende blaue Farbe 
geben kann, die die wahre Stirkereaktion nachahmt. Diesen 
Beobachtungsfehler eliminierten wir durch Ausfihrung der Jod- 
reaktion mittels einer 1/75 n-Jod—Jodkaliumlésung, mit welcher 
wir die mit einer wiBrigen Chloralhydratlisung (2:5) versetzten, 
oder 10 Minuten in Wasser von 75° C erhitzten Spirogyrafiden 
unter dem Mikroskop beobachteten; durch die obengenannte 
Vorbehandlung erreichten wir eine Verkleisterung der Stiirke- 
kérner, wodurch die Jodreaktion sehr klar, 6fters in der 
ganzen Zelle sichtbar wird. Selbstverstindlich wurde obige Vor- 
bereitung der Faden immer in der Dunkelkammer im roten Licht 
vorgenommen. 


—_————--—_— 


') In 5- und 10°/,igen Zuckerlésungen waren die Zellen der Algen- 
fiden teilweise plasmolysiert. 
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Folgende Tabelle enthilt einen Auszug aus unseren Arbeits- 
protokollen und zwar sind hier nur infektions- und inversions- 
freie Resultate angegeben: 

















WiaBrige Lésung 
1), 5°), 10°), Beobachtet nach: 
P<. Se ee 0 + + + + 5—8 Tagen 
Maltose + | +H | +44 8—10 ,, 
Saccharose + ++ + + a 
Grenzdextrin II — ++ -- 7 ws 
Erythrodextrin (aus Amylo- 
| - | — . 
Erythrodextrin (aus nicht- 
reduziertem Grenzdex- 
a ee a a — + + — 8—10 ,, 
Die gebrauchten Zeichen bedeuten: ,,0“ = das Ausbleiben vom Stiirke- 
aufbau, ,,+‘° = sehr schwachen Stiirkeaufbau, ,,+ +‘ = deutliches Er- 
scheinen von Stirke, ,,+++“ = sehr bedeutende Mengen von syntheti- 


sierter Stirke. 


Aus den hier angefiihrten Resultaten unserer Experimente 
wird einleuchtend, daB die in der Dunkelheit entstiirkten Zellen 
von Spirogyra nitida in einer Dunkelkammer nicht nur aus krystal- 
lisierten. Zuckern, wie Glucose, Maltose und Saccharose einen 
Stirkeaufbau bewerkstelligen kénnen, sondern auch dazu befahigt 
sind, den Stirkekomplex aus solchen Dextrinen aufzubauen, die 
aus verschiedenen, nach V. Syniewski gefiihrten Prozessen der 
diastatischen Hydrolyse hervorgegangen sind. Ob sich diese Syn- 
these unmittelbar auf Grund der anwesenden Dextrine abspielt, 
oder ob sie erst nach einer vorhergehenden, intrazellularen, enzy- 
matischen Inversion derselben vorgeht — das entzieht sich vor- 
liufig unserem Wissen — ganz genau so, wie es uns auch bei 
der Stirkesynthese aus Biosen vollig unbekannt bleibt. 

Es muB vorlivufig auch ungeklirt bleiben, ob Spirogyra dubia 
in den Versuchen von Pringsheim deshalb zum Stirkeaufbau 
aus den Polyamylosen unfahig ist, weil dieselben einer Amylolyse 
nicht unterliegen, oder deshalb, weil die Polyamylosen in diesem 
Falle physiologisch fremd dem Stiirkekomplex sind. Dasselbe be- 
zieht sich auch auf die Frage, ob Spirogyra nitida in unseren 
Experimenten die Stiarkesynthese aus den Dextrinen deswegen 
voliziehen kann, weil die benutzten Dextrine einer diastatischen 


5* 
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Hydrolyse faihig sind, oder deshalb, weil sie dem Stirkekomplex 
chemisch und physiologisch niherstehen. 

Hervorzuheben ist noch, da8 wir nicht die Gelegenheit gehabt 
haben einerseits mit der Alge Spirogyra dubia und unseren Dex- 
trinen als Substrat zu arbeiten, sowie andererseits mit den Poly- 
amylosen als Substrat und mit Spirogyra nitida zu experimentieren. 
Bei dem hier bestehenden Unterschied im Versuchsmaterial zwischen 
der Arbeit von Prof. Pringsheim und von uns kénnen die von 
uns benutzten Dextrine nicht ganz sicher mit ihrer Befaihigung 
zur protoplasmatischen Stairkesynthese den Polyamylosen einander 
gegeniibergestellt werden. Trotzdem ist unserer Meinung nach 
die Differenz zwischen den negativen Versuchen mit Polyamylosen 
und Spirogyra dubia und den positiven mit Dextrinen und Spiro- 
gyra nitida charakteristisch genug, um sie auf dieser Stelle zu 
notieren. 
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Zur Konstitution der Tetracarbonsaure C,,H,,0,. 
Von 
Heinrich Wieland und Fritz Vocke. 


(Aus dem chem. Laboratorium der Bayr. Akademie der Wissenschaften zu Mtinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Juli 1930.) 


Der Tetracarbonsiure C,,H,,0,, die durch kraftige Oxydation 
der Diketo-dicarbonsiure C,,H,,O, (I) in guter Ausbeute entsteht’), 
haben wir auf Grund unserer bisher verdéffentlichten Erfahrungen 
die durch II ausgedriickte Struktur zugeschrieben. 


H, CH, H, 








! CH, H 
By Se, HO,C— ——— 
| P aatenh CH,-CH 
4 10 is q— H le 
I o_o " xis /____|q-cncu, 
! ; H eee | 
Pe CH, 
| CO,H CO,H 
HO,C—CH, CH, 00,H : ‘ 
CH, H, CH, H, 
0 _ HO,C_— 4H, 
, CH, | 
IW hy CH, IV - CH, | 
BH, _-——--'H—-CHCH, HO,C—'“_—_—H—GHCB, 
ao, | ] 
CO,H CO,H CO,H 


Damit stimmte ihr Abbau, der iiber die BrenzsiureC,,H,,0, (III) 
zur Tricarbonsiure C,,H,,0,(IV) fiihrte, recht gut iiberein. 

Was bei der Ableitung dieser Formel von besonderer Wichtig- 
keit war, das war die Méglichkeit, die beiden C-Atome, die vorher 





1) Diese Z. 134, 276 (1924). 
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an keiner Stelle der groBen Molekel hatten untergebracht werden 
kénnen, nun einzukreisen und, was am wahrscheinlichsten war, als 
Athylgruppe an C,, zu setzen. Freilich konnte dieser SchluB nicht 
durch direkten Abbau der Siure C,,H,,O, erhartet werden. 

Die Auflésung der Konstitution der Tetracarbonsiure C,,H, ,O, 
nach dem Schema II ist an die Voraussetzung gekniipft, daB bei 
der Oxydation von I die Seitenkette um 2 C-Atome verkiirzt wird. 
Gegen diese Annahme haben sich ernste Bedenken geltend ge- 
macht. Wir haben andere Siuren der Gruppe, wie Choloidan- 
siiure, Pseudo-choloidansiure ebenso energisch wie die Diketo- 
dicarbonsiiure I mit Salpeter—Schwefelsiiure behandelt, ohne daB 
ein Kingriff an der Seitenkette stattgefunden hitte. SchlieBlich 
hat Frl. Dr. Dane noch festgestellt, daB die Reaktion I—-> II auch 
in der Kilte erfolgen kann, und unter diesen Bedingungen ist es 
héchst unwahrscheinlich, daB an der Seitenkette etwas vor sich 
geht. Als belastendes Moment gegen die friithere Ableitung kam 
hinzu, daB in den Mutterlaugen der Oxydation von C,,H,,O, (IIT) 
zu der Tricarbonsaure IV a-Methyl-glutarsiure gefunden wurde. 
Wohl kénnte man dieses Oxydationsprodukt aus einem Vorgang 
ableiten, der die in Formel V eingefabten C-Atome iibrig laBt. In 
diesem Fall miiBte aber die a@-Methylglutarsiure spontan aus der 


Carbonsiure VI, einer Malonsiure, entstanden sein. 





| CH, 

| 

| 

0c gee I og 

Y babe 'CH,-CH, >CH, 

H,¢ | cf a) ae, 
oo aoe a 
CH—CO,H _ 


CH, 


CH, | 
l oCc—0-——-08, 
VI HO,C—C—CH,-CH,-CO,H VII | SCH, 


| H.C —|CH—CHCH, 
bon , CH—\CH—CHCH, 


ae” | 
CH—CO,H CH,-CH,-CO,H 


Die Siure VI haben wir aber in der XXVIII. Mitteilung be- 
schrieben. Sie wurde als Nebenprodukt bei der Darstellung unserer 
Tetracarbonsiiure (II) aus I aufgefunden und aus ibrem Entstehen 
wurde gerade gefolgert, daB C,, mit einer Methylgruppe besetzt sei. 

ts wurde ausdriicklich festgestellt, daB die ,,Malonsiure“ VI unter 
den Operationen, denen sie bei den untersuchten Umsetzungen 








a 
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unterworfen ist, bestindig ist und nicht in @-Methylglutarsiure 
iibergeht. Aus einer Siure C,,H,,O, mit intakter Seitenkette (VII) 
dagegen wird sich @-Methylglutarsiure leicht bilden kénnen. 
Die exakte Beantwortung der Frage, ob in der 'l'etracarbonsiiure 
C,,H,,0, — und damit auch in ihren Abkémmlingen — die Seiten- 
kette der Gallensiure-Molekel unveriindert erhalten ist oder nicht, 
bringt die wichtige Entscheidung dariiber, ob die beiden noch 
nicht sicher erschlossenen C-Atome in dem Bezirk dieser 16 
C-Atome, von denen auch nur noch drei als geeignet iibrig bleiben, 
gebunden sind. Dies geht ohne weiteres aus folgender Betrachtung 
hervor. Von den 16 C werden 5 fir die Seitenkette, 6 fiir den 
methylierten Fiinfring in Anspruch genommen. Von den 5 fehlen- 
den sind 3 Carboxyle, die kein Malonsiiuresystem bilden kénnen, 
die aber in ihrer gegenseitigen Anordnung der Bedingung ge- 
niigen miissen, tiber eine Cycloketon-Brenzsiiure unter Verlust von 
2 Carboxylen abgebaut zu werden. Das so entstandene Endprodukt, 
die Tricarbonsiure C,,H,,O,, die an der in dieser Betrachtung 
angenommenen Seitenkette ebenfalls unverkiirzt geblieben ist, 
stellt in voller Klarheit die Unfahigkeit dar, auBer den beiden 
(benachbarten) Carboxylen, dem methylierten Fiinfring und der 
Seitenkette C,H,.CO,H einen weiteren Bestandteil zu enthalten. 
Aus dem Dargelegten ergibt sich, daB fiir die Siuren C,,H,,0,, 
C,,H,,0,; und C,,H,,O, bei unverkiirzter Seitenkette allein die For- 
meln VIII, IX und X in Diskussion stehen, wobei von der Frage 
der Haftstelle der Seitenkette am Fiinfring vorliiufig abgesehen wird. 


CH, 
| 
HO,C—C——CH, 
| >CH, 
‘H—CH—CHCH, 
- 
Ya CH,—CU,-CO,H 
CO, CH, 
| 
CO,H 
CH, CH, 
| | 
oCc——C——-CH, Ho,C—C-——-CH, 
| >CH, | SCH, 
1X CH, HC——CH X HO,C—CH—CH 
by | 
CH CHCH, HCCH, 


| | 
CO,H  =CH,-CH,-CO,H CH,+CH,-CO,H 
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Wir haben versucht, ausgeriistet mit den beim Abbau der 
Cholansiiure gemachten Erfahrungen, von der Keto-dicarbonsaure 
C,,;H,,0, aus mit Hilfe der Grignardschen Reaktion zu einer 
um 1C-Atom airmeren Dicarbonsiure zu kommen. Um mdglichst 
einfache Verhiltnisse zu schaffen, wurde die Ketosiure mit guter 
Ausbeute nach Clemmensen zur Dicarbonsiure C,,H,,O, (XI) 
reduziert und deren Ester mit 2 Molen Phenylmagnesiumbromid 
umgesetzt. Es gelang so, nur eine Estergruppe in Reaktion zu 
bringen und ein saures Carbinol (XII) zu erhalten, das, mit Chrom- 
siure oxydiert, neben Benzophenon die erwartete Saure C,,H,,0O, 
(XI11) lieferte. 


CH, CH, 
| | 
H,C——_C-——_CH, H,C—_-C—CH, 
| | CH, | | >CH, 
XI H,C CH—CH XII H,C CH—CH 
“ee ae 
CH iti HCCH, OH 
l . 
HO,C CH, -CH,-CO,H CO,H (CH,—CH,—C(C,H,), 
‘tb 
H,C—_C——CH, 
| | >CH, 
XIII H,C CH—CH 
~ | 
CH ud.cu, 


| 
CO,H (CH,-CO,H 


Kine Saure C,,H,,0, kann zu einer Saure C,,H,,O, nur 
dann abgebaut werden, wenn eine ihrer beiden CO,H-Gruppen 
an eine CH,-Gruppe gebunden ist. Bei der friheren Formulierung 
(vgl. Formel III) ist dies nicht der Fall. Es ist verstindlich, 
daB bei der Grignard-Reaktion des Dicarbonsaure-esters von XI 
die in dieser Weise gebundene Estergruppe vor der andern, 
sekundir gebundenen den Vorzug hat. 

Das so gewonnene Ergebnis wurde bestatigt durch den Abbau 
des mit einem UberschuB von Phenyl-magnesiumbromid aus dem 
Ester dargestellten neutralen Carbinols(XIV). Durch vorsichtige 
Oxydation mit Chromsaéure wurde die eine Carbinolgruppe ab- 
gespalten und so die um 1 C-Atom verkiirzte Diphenylcarbinol- 
carbonsaiure C,,H,,0, (XV) erhalten. 

Indem man nun den Ester dieser Siure von neuem mit 
Phenyl-magnesiumbromid umsetzte und das so erhaltene Glycol 




















: 
|} 
| 
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vorsichtig mit CrO, oxydierte, wurde man zu einer Diphenylcarbinol- 
carbonsaure C,,H,,0, (XV1) gefiihrt, in der der Kern der Molekel 


CH, CH, 
| | 
B.0-—0——CH, H,C——_C—— CH, 

| | >CH, | | >CH, 
X1V HC CH—CH XV HC CH—CH 
val | a | 
CH HCCH, OH rg HCCH, 
| 
HOC(C.H,): OH, -CH,-CiC,H. HOC(C,H;)2 CH,-CO,H 
CH, 





| 
| 3 
| | ae 
XVI HC CHC 
“ 
Ca HC-CH, 
| 
HOG(C,H;), CO,H 


um ein weiteres C-Atom, auf den Bestand C,, abgebaut ist. 
Dieselbe Saure wurde vom Ester der Siure C,,H,,0, (XIII) aus 
iiber das davon abgeleitete Glycol durch Chromsiure-Oxydation 
dargestellt. Die Saure C,,H,,0, selbst zu gewinnen ist uns bei der 
ungemein schwierigen Materialbeschaffung nicht méglich gewesen. 

Wir glauben, durch die angefiihrten Untersuchungen den 
Beweis geliefert zu haben, daB der Tetracarbonsiure C,,H,,O, die 
Konstitution VIIE zu geben ist, daB sich also bei ihrer Bildung 
die Seitenkette der Gallensiure-Molekel unversehrt erhalten hat. 
Damit sind die beiden noch unerschlossenen C-Atome von der Haftung 
an diesem Teil der Molekel ausgeschlossen. 

Kin weiterer VorstoB hat endlich noch unsere Annahme von 
der Konstitution der Ketodicarbonsiure C,,H,,0O, (IX) bestatigt. 
Durch Einwirkung von Brom und darauffolgende vorsichtige Spaltung 
mit Alkali konnte eine Dibrom-tricarbonsaure C,,H,,0,Br, 
dargestellt werden. Die Reaktion entspricht der Zerlegung von 
Methyl-ketonen in Bromoform und Saure und fihrt fiir die 
bromierte Saéure zur Formel XVIII. Auch die Dibrom-ketodicarbon- 
siure C,,H,,0,Br, (XVII) ist durch Bromierung von IX in Kis- 
essig isoliert worden. 

Durch energischere Behandlung von XVIII mit Lauge wird HBr 
und gleichzeitig CO, abgespalten und man gelangt so zu einer 
ungesdttigten Mono-brom-dicarbonsaéure O,,H,,0,Br, der 
Formel XIX zukommt. Die Erscheinung, daB hier die Abspaltung 
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CH, OH, 
| | 
oc-——c—CH, HO,C—C-——CH, 
; | sao, | SCH, 
B,C CH—Cch Br,HC-HC—CH—Cfi 
a | ‘ | 
CH HO.CH, CO.H  HC.CH, 
CcO.H | : | 
XVII CH, -CH,-CO,H XVIII CH, -CH, -CO,H 
CH, 
| 
10,C—C-—CH, 
| _>cH, 
BrHC=HC—CH—Cfi 
| 
IICCH, 


XIX 
CH,-CH,-CO,H 


von HBr von derjenigen von CO, begleitet ist, findet ihre Analogie 
in haufigen Beispielen, von denen wir den Ubergang der Citra- 
brom-brenz-weinsiure in Methacrylsiure!) erwihnen wollen: 
H,C—CBr—CO, | HyC—C-CO,H 
| : | 
CH,-CO,U CH, 

Durch Entbromung mit Natriumamalgam wurde die Dibrom- 
tricarbonsiiure C,,H,,0,Br, (XVIII) in die Tricarbonsiure C,,H,,0, 
(XX) umgewandelt, die, als Glutarsiure, im Hochvakuum ohne 
Anhydridbildung destilliert werden kann. 


CH, CH, 
| | 
HO,C—C——CH, HO,C—C-—CH, 
CH, | “SCH, 
HO,C—HC—CH—CH HO,C—CH—CH 
| | | 
CH, HC-CH HCCH,— CH,-CH,-CO,H 
| . 
XX CH,-CH,-CO,H XXI 


Oxydiert man die ungesittigte Brom-dicarbonsaure C,,H,,0,Br 
(XIX) mit Permanganat, so entsteht die ‘l'ricarbonsiure C,,H,,0, 
(XXI), die wir ja schon frither durch Salpeterséiure-Oxydation 
der auch fiir den geschilderten Abbau mit Brom benutzten Keto- 
dicarbonsiiure C,,H,,0,; (LX) gewonnen hatten. Durch die Leichtig- 
keit der Anhydridbildung verrit sich in ihr die 1,4-Stellung zweier 
Carboxyle. 


1) Autenrieth u. Pretzell, Ber. chem. Ges. 36, 1271 (1903). 
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Man wird, nachdem die friiheren MutmaBungen iiber die 
Bindung der beiden letzten C-Atome am Ring IV durch die vor- 
liegende Untersuchung illusorisch geworden sind, mit Recht fragen, 
welche Stelle in der nun nach allen Richtungen hin durchsuchten 
Molekel fiir ihre Haftung noch iibrig bleibt. Wir kénnen auf 
diese Frage keine positive Antwort geben. Es sind in letzter 
Zeit im hiesigen Laboratorium mehrere Arbeiten ausgefiihrt und 
in Angriff genommen worden, in denen die Strukturverhiltnisse 
von RingI und IL kritisch nachgepriift werden; aber Neues 
fiir die noch ungeléste Aufgabe ist dabei noch nicht heraus- 
gekommen. 

Ohne uns auf neue Konstitutionsformeln festzulegen, méchten 
wir zwei Méglichkeiten der Unterbringung der zwei obdacliosen 
C-Atome kurz erwihnen. Wir halten es fiir méglich, da im 
Gange der teilweise recht energischen Abbaureaktionen Um- 
lagerungen im Geriist eintreten, vielleicht nach Art der Pinakolin- 
Umlagerung. 

Zur Erorterung der zweiten Méglichkeit gibt die Uberlegung 
AnlaB, daB ein strikter Beweis fir die Gliederzahl von Ring LI 
bis jetzt nicht gefiihrt ist. Durch die Arbeiten iiber Biloidan- 
siure und durch die von Windaus aufgeklirte Isomerie von 
Hyo- und Cheno-(Anthropo-)desoxycholsiure ist nur sichergestellt, 
daB Ring I mit Ring IV (C, mit C,,) durch mindesten 2 C-Atome 
verbunden ist. Wir sehen bisher keinen Kinwand experimenteller 
Natur, der dagegen spriiche, Ring III als Siebenring aufzufassen 
und zwischen C,, und C,, die Gruppe —CHCH, zu schalten, 
wie dies Formel XXII veranschaulicht. 


CH, 
on” meena C,H,CO,H 


—— ————— —— 


Yin i 


Wir fiihren diese Uberlegungen hier an, um die Richtung 
unserer weiteren Arbeiten zu kennzeichnen. 
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Beschreibung der Versuche. 
Verbesserte Darstellung der Keto-dicarbonsaure C,,H,,0,. 


Reine Tetracarbonsiure C,,H,,0, ') wird in Mengen zu jeweils 
3 g in einem kleinen Schwertkolben im Salpeterbad geschmolzen. 
Dann erhitzt man im Hochvakuum auf 305—3810° und destilliert 
die gebildete Brenzsdure bei dieser Temperatur iiber. Ein dauernd 
gutes Vakuum in der Apparatur ist Grundbedingung fir eine leid- 
liche Ausbeute. Das glasige Destillat wird in Ather aufgenommen, 
die vereinigten Lésungen mehrerer Operationen werden bis zur 
diinnen Sirupkonsistenz eingedampft, nach einigem Stehen kry- 
stallisiert die Brenzsiure aus. Man saugt scharf ab und krystalli- 
siert das erhaltene Produkt unter Anwendung von Tierkohle aus 
heiBem Wasser um. Ausbeute 18°/, der Theorie gegen etwa 6°/, nach 
der friheren Darstellungsmethode. Kine kleine Nachausbeute gewinnt 
man durch Verestern des Inhalts der Mutterlauge mit Methanol- 
HCl. Aus dem Estergemisch entfernt man den (sauren) Trimethyl- 
ester unverinderter Tetracarbonséure mit verdiinnter Lauge, destil- 
liert den neutralen Ester der Brenzsiure im Hochvakuum bei etwa 
200° iiber, verseift das Destillat mit alkoholischem Kali, sauert 
nach dem Wegdampfen des Alkohols die alkalische Liésung an 
und gewinnt auf diese Weise noch soviel an dem wertvollen 
Material, daB sich die Verarbeitung immerhin lohnt. Mehr als 
insgesamt 20°/, der Theorie sind kaum zu erhalten. 


Dicarbonsaiure C,,H,,0, (XI). 


2g der Ketosiure werden in 100 ccm Salzsiure (je 50 ccm 
konz. HCl und Wasser) mit 70 g amalgamiertem Zinkblech 2 bis 
3 Stunden lang auf dem Drahtnetz erhitzt. Hierauf leitet man 
in die siedende Flissigkeit HCl-Gas ein und setzt dies so lange 
fort, bis beinahe alles Zink gelést ist, im ganzen etwa 8 Stunden. 
Dann verdiinnt man mit dem gleichen Volumen Wasser, worauf 
sich die Dicarbonsiure als élige Triibung abscheidet, die sich 





1) Wie erwihnt entsteht diese Siure durch Oxydation der Diketodi- 
carbonsiure C,,H,,0, (I) schon in der Kialte: 5g reine Siure wurden in 
kleinen Portionen in ein durch Kiltemischung gekihltes Gemisch von 
20 ccm Salpetersiure (1,4) und 20 cem konz. Schwefelsiure eingetragen. 
Geringe Gasentwicklung, die beim nachfolgenden Verweilen der Lésung in 
Eis andauert. Nach 8 Tagen, wihrend deren man in kaltem Wasser stehen 
lieB, war das Ganze zu einem Krystallbrei erstarrt. Man erhielt nach der 
friiher beschriebenen Aufarbeitung 2,3 g reiner Tetracarbonsaure. (E. Dane.) 
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bald zu schénen Krystallniidelchen klirt. Man Ja8t 12 Stunden 
stehen, saugt die sich verfilzenden Nadeln ab und wischt die 
schon nahezu reine Substanz mit Wasser. Ausbeute 1,2—1,4 g. 
Zur Analyse wurde aus viel heiBem Wasser umkrystallisiert, in 
dem die Siire wesentlich schwerer léslich ist als die Keto-di- 
carbonsdure. Der Schmelzpunkt steigt dabei von 138—140° auf 
145°. In Alkohol, Ather, Kisessig ist die Siure leicht léslich. 

3,263 mg Substanz gaben 8,05 mg CO,, 2,66 mg H,0. 

C,sH,,0, (268) Ber. C 67,16%  H 8,96%, 
Gef. ,, 67,28 » 9,12 

Im Hochvakuum destilliert die Dicarbonsiure ohne jede Ver- 
inderung bei einer Badtemperatur von 220—225° Es kommt 
weder zur Anhydridbildung, noch zur Abspaltung von CO,, auch 
nicht beim Erhitzen auf 300°. 

Dimethylester. Darstellung durch Veresterung in der 
8 fachen Menge Methanol mit HCl. Nach '/, stiindigem Kochen 
14Bt man erkalten. Der anfangs 6lig abgeschiedene Ester er- 
starrt bald krystallin und bildet, aus Methanol umkrystallisiert, 
glinzende Nadeln vom Schmelzp. 70—71°. Siedepunkt im Hoch- 
vakuum bei 160—170° 


3,586 mg Substanz gaben 9,03 mg CO,, 3,12 mg H,O. 


3,859 mg ‘ i 5,91 mg AgJ. 
C,,H,,0, (296) Ber. C 68,92, H 9,46%, 2 OCH, 20,94°/, 
Gef. ,, 68,68 ,, 9,74 » «20,28 


Abbau der Sdure C,,H,,0, mit Hilfe der Grignard schen 
Reaktion. 


1 g des Dimethylesters wurde, in absolutem Ather geldst, zu 
einer Lésung von 2,2 g Brombenzol und 0,32 g Magnesium in 
15 com Ather zugetropft. Nach 4stiindigem Stehen bei Raum- 
temperatur wurde mit Eis und Schwefelsiure zersetzt. Das so 
gewonnene Olige Produkt wurde zur Verseifung noch vorhandener 
Estergruppen 3 Stunden lang mit n-methyl-alkoholischer Kalilauge 
gekocht. Hierauf wurde der Alkohol abdestilliert, in Wasser auf- 
genommen und nach Ansiuern mit Salzsiure vollstindig aus- 
geiithert. Der Ather wurde mit n/,,-Lauge in Anteilen aus- 
geschiittelt. Die ersten, farblosen Fraktionen enthielten fast 
reine, unverinderte C,,-Siure, die beim Ansiuern in der Hitze 
alsbald krystallin ausfiel (0,2 g). Die weiteren, schwach gelb ge- 
farbten Fraktionen enthielten 0,5 g saures Carbinol (XII), das 
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nicht krystallisiert erhalten wurde. Im neutralen Ather waren 
0,15 g neutrales Carbinol neben Biphenyl, das mit Wasser- 
dampf entfernt wurde. 

Oxydation des sauren Carbinols zur Saure (,,H,,0, 
(XIII). Zur Lésung des sauren Carbinols in 5ccm Fs ‘essig fiigte 
man allmihlich eine 10°/, ige Lésung von Chromtrioxyd in wenig 
Wasser und LEisessig, im ganzen 4 ccm. Nachdem man die 
Mischung einen Tag lang bei Raumtemperatur aufbewahrt hatte, 
dampfte man den Eisessig im Vakuum ab, gab zu dem Riick- 
stand etwas verdiinnte Schwefelsiure und schweflige Saiure, nahm 
die entstandene Saiure in Ather auf und fraktionierte die Ather- 
lésung wieder mit n/10-KOH. In die ersten Anteile geht die neue 
Siure, wiihrend spiter noch geringe Mengen unverinderter C,,- 
Siiure aufgenommen werden. Die beiden Sauren sind durch Kis- 
essig leicht zu trennen, in dem die Siiure C,, viel leichter lés- 
lich ist. Die Siiure C,,H,,O, schmilzt nach zweimaliger Krystalli- 
sation aus Kisessig bei 238°. Sie krystallisiert in Prismen und 
ist im Hochvakuum bei 220° unveriindert fliichtig. 

3,956, 3,441, 4,153 mg Substanz gaben 9,58, 8,35, 10,08 mg CO,, 3,08, 
2,68, 3,26 mg H,0. 


C,,H.,0, (254) Ber. C 66,14°%, H 8,66 %, 
Gef. ,, 66,04, 66,18, 66,20°/, ,, 8,71, 8,72, 8,78 °/, 


Titration. 13,97 mg (in Alkohol): 2,14 ccm 0,0529 n-NaOH. 
Aquival. Ber. 127. Gef. 123,4. 

Das neutrale Oxydationsprodukt, das im Ather verbleibt, ist 
reines Benzophenon. Der Ester der Siure C,,H,,0,, der mit 
Diazomethan als farbloses Ol erhalten wird, liefert beim Ver- 
seifen mit Alkali die freie Siiture zuriick, enthilt also kein be- 
hindertes Carboxyl — ebenso wie die homologe Siure C,,. 


Der Abbau des neutralen Tetraphenylcarbinols (XIV) 
aus der Saure C,.H,,0,. 


0,5 g Ester wurde zu einer Grignardlisung von 0,5 g Magne- 
sium und 8,3 g Brombenzol in der Kilte zugetropft, darauf wurde 
3 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt und mit Eis und Schwefel- 
siiure zerlegt. Der Inhalt der Atherlésung, ein hellgelbes Ol, wurde 
zur Entfernung von Biphenyl mit Wasserdampf destilliert und so- 
dann zur Verseifung 2 Stunden lang mit n methylalkoholischem 
Kali gekocht. Im Alkali blieben nur geringe Mengen von Siuren, 
der Neutralteil lieB sich im Hochvakuum bei etwa 300° zu einem 
farblosen spréden Harz destillieren. 
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Dieses neutrale Produkt (1 g, nicht destilliert) wurde in 5 ccm 
Hisessig gelést und in der Kilte langsam mit der Lésung von 
1,2 g CrO, in wenig Wasser und Hisessig versetzt. Nach 3 Tagen 
war ein groBer Teil des Oxydationsmittels noch unverbraucht. 
Die organische Substanz, die man in der im letzten Abschnitt 
beschriebenen Weise isolierte, war zum grofen Teil noch neutral 
und wurde daher erneut mit 1 g CrO, 2 Tage lang zur Reaktion 
gebracht. Nach der nunmehr vorgenommenen Isolierung lieB sich 
ein betriichtlicher Teil der Substanz aus der Atherlésung mit 
n/;9-NaOH ausziehen. Ks trat ein schwer lésliches Na-Salz auf, 
das jedoch im UberscauB von Alkali in Lésung ging. Beim An- 
siuern fiel aus der heifen alkalischen Lésung die Siure in 
gallertigen Flocken, die bald fest und filtrierbar wurden. Die 
Saiure ist in den meisten organischen Lésungsmitteln leicht lés- 
lich und darum schwierig zu reinigen. Beim Kindunsten der 
Lisung in Ather bleibt sie krystallin zuriick. Zur Reinigung 
fiigte man zu der siedenden Atherlisung vorsichtig Petroliither 
oder Benzol, ohne dab es zur ‘'riibung kam. Nach kurzer Zeit 
erschien die Siiure (XV) in seidenweichen Nadeln. Durch dreimalige 
Wiederholung dieser Prozedur gelangt man zu einem analysen- 
reinen Priiparat vom Schmelzp. 183°. Eine Zersetzung war auch 
bei Steigerung der Temperatur nicht wahrzunehmen; die Siure 
ist bei etwa 246° im Hochvakuum destillierbar. 


3,485 mg Substanz gaben 10,17 mg CO,, 2,43 mg H,0. 
C,,,H5,0, (392) Ber. © 79,59°/, H 8,16%,  Gef. C 79,59°/, H 7,80°, 
Titration. 5,53 mg Substanz: 0,27 cem 0,0529 n-KOH. 
Aquival. Ber. 392. Gef. 388. 


Das neutrale Produkt der Oxydation war Benzophenon, 
von dem 0,2 g isoliert wurden. 


Abbau der Sdure C,,H,,0, (XV) zur Saure C,,H,,0, (XVI). 


0,9 g der einmal aus Ather—Petrolither umkrystallisierten 
Siure C,, wurde mit Diazomethan in den leicht krystallisieren- 
den Ester iibergefiihrt. Dessen Lisung in Ather wurde zu einer 
Grignardlésung aus 1,5 g Brombenzol und 0,25 g Magnesium ge- 
tropft, wobei ein farbloser Niederschlag entstand. Nach 12 stiin- 
digem Stehen wurde in der iiblichen Weise aufgearbeitet. Es 
wurde 4 Stunden lang mit n-methylalkoholischem KOH gekocht, 
wobei ein nicht unerheblicher Teil nicht verinderten Esters ver- 
seift wurde. 
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Das Neutralprodukt, ein hellgelbes Harz (0,8 g) wurde, in 
Kisessig gelést, mit 0,5 g CrO, in der beschriebenen Weise bei 
Raumtemperatur oxydiert. Nach 12 Stunden wurde aufgearbeitet. 
Die entstandene Siure schied sich beim Ansiiuern der alkalischen 
Lésung anfangs auch amorph ab, krystallisierte aber viel leichter 
als die Siure C,,. Rohausbeute 0,25 g. Nach zweimaligem Um- 
krystallisieren aus Kisessig erhielt man glinzende Prismen vom 
Schmelzp. 185°. Neben der Saéure C,, wurde nach der Oxy- 
dation reines Benzophenon isoliert, die Bildung von CO, wurde 
nicht festgestellt. 

3,501, 4,576 mg Substanz gaben 10,15, 13,295 mg CO,, 2,51, 3,34 mg H,O. 

C,,H,,0, (378) Ber. C 79,36 %, H 7,94 °%/, 

Gef. ,, 79,07, 79,24°/, —,, 8,02, 8,17 %/, 

Titration. 0,100 g Substanz: 5,38 cem 0,0522 n-KOH. 

Aquival, Ber. 378. Gef. 356. 


Die Saure C,;H,,O, wurde auch von der Siure C,,H,,0, aus 
erhalten. Versuche, deren Ester halbseitig zu grignardieren, 
schlugen fehl; statt des sauren Carbinols bekam man das neu- 
trale neben unverinderter Saéure. Daher stellte man aus 0,4 g 
Ester mit der Grignardlésung aus 0,8 g Brombenzol und 0,15 g Mg 
unter kurzem Erwirmen auf dem Wasserbad das neutrale Car- 
binol her, das in der mehrfach beschriebenen Weise isoliert und 
hierauf mit CrO, in Eisessig oxydiert wurde. Die gebildete Saure 
(0,25 g) schmolz nach der Reinigung bei 185° und hielt die 
Mischprobe mit C,,H,,0,. Die zweite der oben angefiihrten 
Analysen ist mit diesem Praiparat vorgenommen. 


Abbau der Keto-dicarbonséure C,,H,.0, mit Brom und Alkali. 


Dibrom-tricarbonsaure C,,H,,O,Br, (XVIII). 1 g Brenz- 
siure wurde in 14ccm n/,-KOH gelést, dazu fiigte man die unter 
Kiskihlung hergestellte Lésung von 1 ccm Brom in 80ccm n/,-KOH. 
An Proben, die von Zeit zu Zeit entnommen wurden, stellte man 
fest, daB nach '/, Stunde die Hauptreaktion voriiber war, nach 
1 Stunde war die Halfte des Broms verbraucht. Man beseitigte 
nun den Rest des Hypobromits mit schwefliger Saiure und siuerte 
sehr vorsichtig mit verdiinnter Salzsiiure an. Zuerst ftielen ge- 
ringe Mengen von Schmieren, von denen man abgoB. Dann ver- 
diinnte man mit dem gleichen Volumen Wasser und fiigte mehr 
Salzsiure hinzu, worauf die bromierte Siure allmihlich als kry- 
stallines Pulver zur Abscheidung kam. Sie schmilzt bei 202° 
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und erhéhte den Schmelzpunkt nach dem Umkrystallisieren aus 
verdiinnter Kssigsiiure auf 204°. Ausbeute 1,2 g. 
3,342 mg Substanz gaben 4,81 mg CO, und 1,44 mg H,0. 


4,911 mg - si 4,0img AgBr. 

C,,H,,0,Br, (458) Ber. C 89,3 °, H 4,80°/, Br 34,93°, 
Gef. ,, 89,25 »» 4,82 »» 34,75 

Titration, 27,2, 24,4 mg Substanz: 3,35, 3,12 cem 0,0529 n KOH, 


Aquival. (=). Ber. 153. Gef. 154, 148. 

Beim Verestern mit Methylalkohol-HCl erhilt man einen 
sauren, Oligen Hster. Von Salpetersiiure (1,4) wird die Siiure 
auf dem Wasserbad nicht angegriffen, auch beim Kochen mit 
20 °/,iger Salzsiiure ist sie bestiindig. Permanganat greift in der 
Kalte nicht an. 

Ungesittigte Brom-dicarbonsiure C,,H,,O,Br (XIX). 
Beim Erwirmen der Dibromsiure mit n/,-Kalilauge wird 1 Mol 
HBr unter gleichzeitiger Abtrennung von CO, abgespalten. Nach 
4 stiindigem Erhitzen auf dem Wasserbad siiuerte man mit Salz- 
siure an. Die anfangs délige Fallung wurde bald krystallinisch. 
Die neue Siure lieB sich aus verdiinnter Kssigsiiure zu langen 
weichen Nadeln umkrystallisieren. Manchmal erhielt man sie 
auch in Form yon Prismen. Schmelzp. 153°. Da die Verbindung 
leicht in éliger Form herauskommt, darf man die Kssigsiure nur 
maiBig verdiinnen. Die Ausbeute an krystallisierter Siure betrigt 
etwa 50°/, der Theorie. 


3,531 mg Substanz gaben 6,53 mg CO,, 1,95 mg H,0. 


4,560 mg “ » 2,61 mg AgBr. 
C,,He,0,Br (333) Ber. C 50,45°/, H 6,30, Br 24,03°/, 
Gef. ,, 50,44 6,18 » 24,86 


Titration. 20,0, 33,8 mg Substanz: 2,36, 3,94 cem 0,029 n-KOH. 
Aquival. (7S 
Permanganai wird io schwach alkalischer Lésung sofort ent- 
firbt. Man fiigte zu der Lésung von 53 mg Siure in der zur 
Neutralisation erforderlichen Menge n/,-KOH in der Kilte tropfen- 
weise n/,-KMnO,-Lésung, bis deren Farbe stehen blieb. Nach Ent- 
firbung mit 1 Tropfen Alkohol wurde vom Braunstein abgesaugt 
und das Filtrat in der Hitze mit Salzsiiure deutlich angesiuert 
(CO,-Entwicklung). Die auch nach dem Erkalten ungetribte 
Lésung wurde im Vakuum eingetrocknet, der Riickstand wurde 
mit Ather extrahiert. Der Inhalt der Atherlésung, anfangs lig, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCI, 6 





ie Ber. 166,5. Gef. 160, 162. 
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krystallisierte nach kurzer Zeit. Man krystallisierte das Produkt 
unter Zusatz von ganz wenig Tierkohle aus einer kleinen Menge 
Wasser um. Die so gewonnene krystallisierte Siure schmolz 
bei 187° und hielt, mit einer Probe der Tricarbonsiure 
C,,H,,0, (XI) gemischt, diesen Schmelzpunkt, war also mit 
ihr identisch. 

Tricarbonsiure C,,H,,0, (XX). 0,3 g der Dibrom-tricarbon- 
siiure vom Schmelzp. 204° (XVIII) wurde in 10 ccm 2n-Lauge 
gelist und wihrend 2 Stunden mit 15 g 3°/,igen Natriumamalgams 
geschiittelt. Nachdem der Ansatz iiber Nacht gestanden hatte, 
trennte man vom Quecksilber und siiuerte die alkalische Lésung 
in der Siedehitze mit einigen Kubikzentimetern konzentrierter Salz- 
siure an. Die T'ricarbonsiure krystallisiert gréBtenteils sofort aus. 
Nach dem Erkalten wurden 0,15 g fast reine Siure vom Schmelz- 
punkt 206—207° isoliert. Nach dem Umkrystallisieren aus heiBem 
Wasser stieg der Schmelzpunkt auf 208°. 


8,388, 3,466 mg Substanz gaben 7,48, 7,64 mg CO,, 2,45, 2,43 ng H,O. 


C,,H,,0, (300) Ber. C 60,0%, H 8,0, 
Gef. ,, 60,2, 60,11 °/, », 8,09, 7,85 °/, 
Titration. 34,6 mg Substanz: 6,44 ccm 0,0529 n-KOH. 
.. 300 
Aquival. (A) Ber. 100 Gef. 101,6 


Als man die Saure etwa '/, Stunde lang auf 290—300° er- 
hitzte, wurde keine Spur CO, abgespalten. Auch bei der 
Destillation im Hochvakuum wurde die Siure nicht verandert. 
Aus der Lisung des Destillates in absolutem Ather krystallisierte 
nach dem EKinengen die Siure wieder aus. Die zweite der oben 
angefiihrten Analysen bezieht sich auf das so isolierte Priparat. 

Dibrom-keto-dicarbonsaure C,,H,,O,Br, (XVII). Labt 
man die Ketosiure C,,H,,0, mit einem Uberschu8 von Brom in 
Kisessiglésung mehrere Tage stehen, so werden 2 Atome Brom 
aufgenommen. Man fiigt nach dieser Zeit die fir die Entfarbung 
von Brom erforderliche Menge schweflige Siure und etwas 
Wasser zu, saugt die ausgeschiedene Krystallisation nach einiger 
Zeit ab und krystallisiert aus schwach verdiinntem EKisessig um. 


Schmelzp. 214°. 
4,107, 4,881 mg Substanz gaben 6,22, 6,57 mg CO,, 1,70, 1,86 mg H,O. 


4,770, 4,042 mg e » 4,15, 8,48 mg AgBr. 
C,,H,,0,Br, (440) 
Ber. C 40,91 °/, H 4,55 °/, Br 36,4 °/, 


Gef. ,, 41,31, 40,90°/,  ,, 4,61, 4,75 °/, ,, 87,02, 86,64 °/, 
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Die Synthese der «-Methyl-e-carboxy-glutarsdure. 
Von 


Fritz Vocke. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Juli 1930.) 


Wie in den letzten Abhandlungen von H. Wieland und 
F. Vocke iiber die Konstitution der Gallensiuren mehrfach zum 
Ausdruck kommt?), hat man beim energischen oxydativen Abbau 
von Gliedern dieser Gruppe mit dem Auftreten zweier von der 
«-Methylglutarsiure abgeleiteten Tricarbonsiuren vom Malon- 
siuretyp zu rechnen. 

I II _— 
H10 OCB: CH: CO,H —ee so : 
CH, CH, 

Die Saure I ist als Nebenprodukt beim Abbau der Tetra- 
carbonsaure C,,H,,O, isoliert worden. Sie ist durch groBe Be- 
stindigkeit ausgezeichnet, l4Bt sich mit Salzsiure auf dem 
Wasserbad ohne jede Zersetzung eindampfen und wird erst im 
EinschluBrohr bei 200° durch 2 n-Salzsiure in «-Methylglutar- 
siure und CO, zerlegt. In diesem Zusammenhang war es von Inter- 
esse, die bisher nicht dargestellte isomere Siure II, die sehr wohl 
auch als Abbauprodukt in Betracht kommen konnte, kennen zu 
lernen. 

Zur Synthese ging man aus von der Methacrylsaure (II), 
die man durch Anlagerung von HBr in methylalkoholischer Lisung 
in §-Brom-isobuttersiureester ([V) tiberfihrte. 


Ill IV Vv 
OG Hs 

HO,C—C=CH, H,CO,C—CH—CH,Br H,CO,C—CH—CH,—CH 
| | | CO,C,H 
CH, CH, CH, nian 





1) Diese Z. 177, 73. (1928), vorangehende Mitteilung S. 70. 
6* 
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Diesen brachte man dann mit Natrium-malonester in Reaktion 
und erhielt so den Ester (V) der gesuchten Saiure, die durch 
gelinde Verseifung mit alkoholischem Kali aus ihm entstand. 

Diese isomere «-Methylglutar-«’-carbonsiiure (II) ist viel zer- 
setzlicher als I. Sie verliert beim Erhitzen mit Sduren leicht 
CO, unter Bildung von «-Methylglutarsiiure. Aus diesem Grunde 
ist ihr Auftreten beim iiblichen Abbau von Gallenséure-Derivaten 
nicht zu erwarten, wiewohl sie natiirlich als Vorprodukt isolierter 
a-Methylglutarsiure unter Umstanden in Rechnung zu setzen ist. 
Aus dem System A wird die Siure I entstehen kénnen, aus B 
(iiber II) wird a@-Methyl-glutarsiiure entstehen. 


Cc—iC C—C 
">C—CH,—CH,—CO0,H -_—e c-> CH—CH,-CH.CO,H 


A O—C 
| 8, CH, 


1 g Methacrylsiure wurde in 20 ccm Methylalkohol gelést 
und die Liésung zuniichst ohne diuSere Kihlung mit Bromwasser- 
stofigas gesiittigt, darauf mit Eiswasser gekihlt und weiterhin 
Bromwasserstoff bis zur Sattigung in der Kilte eingeleitet. Die 
Reaktionslésung blieb iiber Nacht gut verschlossen an einem 
kiihlen Orte stehen. Dann wurde unter etwas vermindertem Druck 
destilliert, wobei der gebildete 8-Bromisobuttersiureester mit den 
ersten zwei Dritteln der alkoholischen Bromwasserstoffsiure tiber- 
ging. Er wurde durch Zusatz von Wasser aus dem Destillat aus- 
getillt und in Ather aufgenommen. Nach dem Trocknen und Ver- 
dampfen des Athers sott die Substanz bei 65—67° und 12 mm. 

0,5 g des so erhaltenen Esters wurde zu einer Lésung von 
0,5 g Malonsiureithylester und 70 mg Na in 30 ccm absolutem 
Alkohol hinzugegeben und 4 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. 
Darauf wurde mit Wasser verdiinnt und das ausfallende Ol in 
Ather aufgenommen. 

Nach dem Trocknen und Verdampfen des Athers wurde der 
Rickstand im Vakuum von 14 mm destilliert, wobei die Haupt- 
menge zwischen 240 und 250° AuBentemperatur iiberging. 

Beim Verseifen dieses Produktes durch Kochen mit 18°/,iger 
Salzsiiure entstand unter CO,-Entwicklung «-Methylglutarsaure, 
deren Bildung nach fiinfstiindigem Erhitzen vollstandig war. Sie 
wurde beim Eindampfen der salzsauren Lésung direkt krystallisiert 
erhalten und zeigte nach einmaligem Umkrystallisieren aus konz. 
Salzsiure den richtigen Schmelzpunkt von 78°. Die Mischprobe 
mit einem Kontrollpriparat zeigte keine Erniedrigung. 








a 
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Die neue Malonsiure war also offenbar gegen Saiuren weit 
empfindlicher als ihr Isomeres. Um sie in freiem Zustand zu 
erhalten, muBte der Ester mit */,-alkoholischer Kalilauge verseift 
werden. 

Nach dreistiindigem Kochen hatten 0,3042 g Ester 3,6 cem "/,-Lauge 
verbraucht, woraus sich ein Aquivalent von 84,5 ergibt (theor. fiir Mono- 
methyl-diathylester C,,H,.0, (260) 86,7). 

Aus der bei der Titration erhaltenen Salzlésung wurde die 
freie Tricarbonsiure nach dem Ansidiuern und Verdampfen des 
Alkohols durch Ausithern leicht erhalten. Sie ist in den ge- 
briuchlichen Lésungsmitteln (Wasser, Eisessig, Alkohole, Ather) 
sehr leicht léslich. Zur Reinigung wurde in wenig Wasser gelést 
und unter Kihlung mit Eis Chlorwasserstoff bis zur Sattigung 
eingeleitet. Dabei schied sich die Siure in Form unregelmaBiger 
Plattchen ab, die bei 161° unter lebhafter Zersetzung schmolzen. 

8,240 mg Substanz gaben 1,47 mg H,O, 5,26 mg CQ,. 

C,H,,0, (190) Ber. C 44,20 H 5,26 
Gef. ,, 44,28 ,, 5,08. 
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Bemerkungen iiber das sogenannte Vitamin A. 
Von 
W. Corneli. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Medizinischen Akademie in Disseldorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31, Juli 1930.) 


Im folgenden soll kurz berichtet werden iiber eine Arbeit 
die im Anschlu8 an die Untersuchungen von T. Shimizu und 
T. Hatakeyama iiber die Desoxycholsiureverbindung des Vita- 
mins A begonnen wurde. 

Zur Gewionung des Vitamins wurde der Vorschrift dieser 
Forscher') genau nachgearbeitet. 

Die Dotter der etwa 3 Minuten gekochten Hiihnereier werden 
bei gewohnlicher Temperatur so lange mit neuen Atherportionen 
extrahiert, bis der Ather nicht mebr gelb gefirbt wird. Darauf 
wird der Ather im Stickstoffstrom unter vermindertem Druck 
abgesaugt und der Riickstand erneut mit Ather aufgenommen. 
Hierbei blieb in unserm Falle ein unléslicher Bodensatz nicht 
zuriick. Nach Entfernung des Athers wird der Riickstand 2Stunden 
lang mit gesittigter alkoholischer Kalilauge unter vermindertem 
Druck bei RiickfluBkiihlung im Sieden erhalten. Zur Umwand- 
lung der Kaliseifen in Kalkseifen gibt man nachher in die Fliissig- 
keit so lange gesittigte alkoholische Calciumchloridlésung, bis 
keine weitere Fillung mehr eintritt. In alkoholischer Lésung 
fallen die Kalkseifen quantitativer als in wiBriger Lésung. Nach 
dem Erkalten und Absitzen des Niederschlages wird das Ganze 
filtriert, wobei zu beriicksichtigen ist, dab die filtrierte Lésung 
sich beim Stehen an der Luft triibt. Durch Einleiten von Kohlen- 
siure wird das iiberschiissige Calcium ausgefillt. Im Vakuum 
kann jetzt der Alkohol unter vermindertem Druck im Stickstoff- 
strom bei etwa 50° abgedampft werden, wobei man wegen des 
starken Schiumens einen groBen Kolben bendtigt. Der Riickstand 





1) Diese Z. 182, 62 ff. (1929). 
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wird mit Ather aufgenommen und im Scheidetrichter zuniichst 
mit Wasser, dann mit verdiinnter Salzsiure durchgeschiittelt. 
Das Schiitteln darf nur sehr vorsichtig geschehen, da sich sonst 
sehr schwer trennbare Emulsionen bilden. Der Ather wird darauf 
mit Natriumsulfat getrocknet und im Kohlensiurestrom abgesaugt. 
Zur Entfernung des Cholesterins, welches stets in reichlicher 
Menge vorhanden ist, wird der Riickstand mit méglichst wenig 
absolutem Methylalkohol aufgenommen und stark gekihlt. Der 
Alkohol wird nach Filtration der Lésung abgedampft und der 
ganze Vorgang mehrfach wiederholt. Kine Priifung der Lésung auf 
Cholesterinfreiheit mit alkoholischer Digitoninlésung nach Windaus 
ist nicht angingig, da das Vitamin selbst ein Digitonid bilden soll. 

Nach der Abscheidung des Cholesterins wird der Riickstand 
in der 100fachen Menge von absolutem Athylalkohol gelést, dann 
gemiB der Vorschrift mit der 4,5fachen Menge reiner Desoxychol- 
siure versetzt und auf dem Wasserbade zur Trockne gedampft. 
Nun soll der Rest mit Alkohol aufgenommen und so lange mit 
warmem Wasser versetzt werden, bis die auftretende bliuliche 
Fluorescenz eben wieder verschwindet. Die Fluorescenz konnte 
auch von uns beobachtet werden, doch ist es sehr schwierig, den 
genauen Punkt ihres Verschwindens zu treffen. Uns hat sich am 
besten bewahrt, zu der warmen alkoholischen Lésung etwa die 
gleiche Menge warmes Wasser zuzusetzen. Man erhialt auf diese 
Weise nach dem Stehen in der Kilte iiber Nacht eine sehr 
schéne Krystallisation von kleinen, gelben, rosettenformig an- 
geordneten Nadeln, welche durch weiteren Wasserzusatz und er- 
neutes Abkiihlen noch vermehrt werden kann. 

Die Krystalle wurden nach dem Trocknen pulverisiert und 
mit absolutem Ather behandelt. Kine Probe schmolz bei 179°, 
doch ging der Schmelzpunkt nach 5—6maligem Umkrystallisieren 
aus Alkohol auf 181° hinauf. Beim Umkrystallisieren darf die 
Substanz nur vorsichtig mit Alkohol erwirmt werden, da beim 
Erhitzen anscheinend eine Spaltung stattfindet und nachher nur 
Desoxycholsaure auskrystallisiert, wie Schmelzpunkt und Aqui- 
valenttitration erwiesen. 

Shimizu fand nun bei der Aquivalenttitration einen Wert 
von 468 und berechnete daraus einen Desoxycholsiuregehalt von 
5 Molekiilen. Wir finden bei der Aquivalenttitration in alkoho- 
lischer Lésung mit 1/100 n-alkoholischer Natronlauge und Phenol- 
phthalein als Indicator in der Warme folgende Werte: 

1, 448,1 2. 443,8 8. 446,3 
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Unter Zugrundelegung von Shimizus Formel berechnet sich 
der theoretische Wert fir 
12 Molekiile Desoxycholsiure zu 425,6 


8 ’) ‘ », 444,8 

6 ” ”? ” 459,0 

4 ” ” 9 492,4 
freic - », 892, 


Unsere Werte stimmen demnach fast genau auf den theo- 
retischen Wert fiir 8 Molekiile Desoxycholsiure. 
Bei der Verbrennung fand Shimizu: 


I. C 73,71, II 10,59°/, 
Il. ,, 73,58 » 10,30 
Unsere Werte waren: 
C 78,63, H 10,33°/, 
Die Theorie lautet fiir: 
8 ss yy 73,94 10,29 


Die Entscheidung kann also nur die Aquivalenttitration 
geben. Wir verweisen in diesem Zusammenhange auf die Arbeit 
von H. Pieper aus dem chemischen Institut der Universitit Bonn 
von 1924: ,Molekiilverbindungen der Gallensiiuren“, worin auf 
Seite 5 ausgefiihrt wird, daB auch theoretisch nur die oben an- 
gefiihrten Koordinationszahlen méglich sind. Fiir eine einzige 
Choleinsiure mit 5 Addenden, welche Wieland und Sorge er- 
halten zu haben glaubten, hat sich auch eine andere Koordinations- 
zahl erweisen lassen, niimlich 4. Es sind in Bonn mittlerweile 
iiber 200 Molekiilverbindungen der Desoxycholsiure hergestellt 
und untersucht worden, jedoch findet sich darunter keine einzige 
mit 5 Addenden. Die Versuche einer Molekulargewichtsbestimmung 
durch Gefrierpunktserniedrigung ergaben bei dem hohen Molekular- 
gewicht der Substanz von etwa 3539 und der Schwerléslichkeit 
in allen iiblichen Lésungsmitteln keine brauchbaren Werte. Auch 
Shimizu gibt keine Versuchsresultate an. 

Uber das freie Vitamin kann nur wenig ausgesagt werden, 
da die Ausbeute sehr schlecht war und ein Umkrystallisieren 
nicht erméglichte. Die Choleinsiiure kann nach den Angaben 
von Shimizu mit siedendem Xylol gespalten werden, wobei 
Xylolcholeinsiiure vom Schmelzp. 183° ausfallt. 
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Zur Kenntnis der Gallensduren. 
XXVIII. Mitteilung. 


Von 
Martin Schenck und Henry Kirchhof. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Juli 1930.) 


1. Oxydation der Nitrohydroxamsaure C,,H,,N,0, mit 
Kaliumpermanganat. 

Dehydrocholsiure-trioxim geht unter dem EinfluB von starker 
Salpetersiiure bei lingerer Dauer der Reaktion in einen farblosen, 
krystallinischen Stoff tiber, dem die Formel C,,H,,N,O, (oder 
C,,H,,N,O,) zukommt. Wir haben fiir diesen Stoff das Struktur- 
bild I angenommen.’) Mit Diphenylamin und konzentrierter H,SO, 
gibt der K6érper eine mittelstarke Blaufairbung, mit Phenol und 
Schwefelsiiure Dunkelgriinfiirbung; beide Farbenreaktionen haben 
wir friiher auf die Nitrogruppe zuriickgefihrt, nach neueren Be- 
obachtungen scheinen sie aber durch eine geringe, hartnackig 
anhaftende Beimengung bedingt zu sein und der ganz reinen 
Substanz nicht mehr zuzukommen. Es ist also nicht ganz sicher, 
ob das Stickstoffatom und die beiden Sauerstoffatome tatsichlich 
in Gestalt einer Nitrogruppe im Molekiil enthalten sind oder ob 
eine andersartige Bindungsweise vorliegt. Die Beziehungen der 
Verbindung C,,H,,N,O, zu Biliansiiure, C,,H,,(>CO),(CO,H), sind 
durch verschiedene Reaktionen festgelegt: einmal geht der Kérper 
C,,H,,N,O, beim Kochen mit Natronlauge direkt in Biliansiure 
iber, andrerseits liefert er mit Zinkstaub und Ammoniak die 
Oximinohydroxamsiure C,,H,,N,0, (Ubergang von >C=C(NO,)— 
in >CH—C(:NOH)—), die ihrerseits durch Erhitzen mit Salzsiure 
in Biliansiure verwandelt wird, mit Salpetersiure aber bei ge- 
wohnlicher Temperatur die fiir Biliansiiure charakteristische und 
leicht in diese Saure iiberfiihrbare, hellblau gefairbte Nitroso- 
verbindung C,,H,,NO, gibt.) 

1) Diese Z. 181, 191 (1929). Lage der Doppelbindung hypothetisch. 

2) Diese Z. 183, 88 (1929). 
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Es wurde neuerdings auch das Verhalten der Nitrohydroxam- 
siure gegen Kaliumpermanganat unter den unten niher angegebenen 
Bedingungen untersucht. Dabei ergab sich, daB Biliansiure ge- 
bildet wird, ein Befund, der nicht weiter verwunderlich ist. Wir 
wiirden deshalb diesen Versuchen auch keine besondere Beachtung 
geschenkt haben, wenn es nicht gelungen wire, noch einen zweiten, 
gut krystallisierten und stickstoffhaltigen Kérper, leider nur in 
geringer Ausbeute, zu isolieren. Dieser Koérper enthalt noch 
simtliche Kohlenstoffatome des Ausgangsmaterials, denn beim 
Kochen mit Natronlauge geht er, wenn auch anscheinend in wenig 
glatter Reaktion, in Biliansiure, C,,H,,O, tiber. Die neue Ver- 
bindung besitzt von den beiden Stickstoffatomen der Nitrohydroxam- 
siure nur noch eines; da die Farbreaktion mit Eisenchlorid nicht 
mehr positiv ausfallt, muB eine Verinderung der Hydroxamsiure- 
gruppe erfolgt sein, am einfachsten ist die Annahme, dab diese 
Gruppe hydrolytisch bzw. oxydativ gespalten wurde. Dem neuen 
Produkt konnte somit die Formel C,,H,,NO, zukommen und es 
hatte sich in seiner Struktur von dem Ausgangsmaterial ([) nur 
durch Ersatz der NOH-Gruppe durch ein Sauerstoffatom unter- 
scheiden kénnen. Mit der Formel C,,H,,NO, stimmen aber die 
Ergebnisse der Analyse nicht iiberein, die Daten fiihren vielmehr 
zu dem Ausdruck C,,H,,NO,. Es muB also bei der Bildung des 
neuen Kérpers auBer einem Stickstoff- und einem Wasserstoffatom 
noch ein Sauerstoffatom verlorengegangen sein; da der Kérper 
ferner bei der Titration ziemlich genau 2 Aquivalente Natronlauge 
verbraucht, ist es nicht unwahrscheinlich, dab er eine Lactongruppe 
enthalt. Man kénnte somit fiir das Reaktionsprodukt das Struktur- 
bild If annehmen. Nun gibt zwar der Koérper beim Erwiarmen 
mit Diphenylamin und Schwefelsiure eine langsam eintretende 
Griinblaufairbung, ist aber selbst in reinem Zustande ganz farblos. 
Es ist deshalb nicht sicher, ob der Stoff wirklich eine Nitroso- 
gruppe enthilt (daB er bimolekular ist, halten wir nicht fiir wahr- 
scheinlich), es kénnten auch das Stickstoff- und das Sauerstoffatom 
in anderer Weise gebunden sein, etwa so, wie es in der Struktur- 
formel IIJ zum Ausdruck kommt; vielleicht lagert sich diese 
Bindung erst in die der Formel II um, wenn man die Substanz mit 
Schwefelsiure und Diphenylamin erwirmt, und es erklart sich so 
das allmihliche Eintreten der Farbreaktion. DaB eine Verbindung 
der Formel III beim Kochen mit Natronlauge Biliansiure liefert, 
laBt sich ohne Schwierigkeit verstehen. Wir hatten urspriinglich 
die Absicht, das stickstoffhaltige Reaktionsprodukt eingehender 
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zu untersuchen, haben aber diese Absicht wegen der geringen 
Ausbeuten vorliufig nicht ausgefiihrt und kénnen daher die 
Strukturformel III nur mit Vorbehalt aufstellen. 

Moéglicherweise entstehen bei der Kinwirkung von Kalium- 
permanganat auf die Nitrohydroxamsiure aufer Biliansiiure und 
dem stickstoffhaltigen Kérper noch andere Produkte. Wenigstens 
beobachteten wir bei einem Versuch, daB das Filtrat von der 
Rohfallung (vgl. unten) beim laingeren Stehen in sehr kleiner 
Menge gut ausgebildete Krystalle ausschied, die wir nach ihren 
Léslichkeitsverhaltnissen und nach dem Schmelzpunkt anfanglich 
fiir Biliansiure hielten, die aber bei der Analyse einen wesentlich 
héheren Kohlenstoffwert ergaben. In diesen Krystallen kénnte 
Biliobansiiure (C,,H,,0,) bzw. ein Isomeres dieser Saiure vorgelegen 
haben. Die Entstehung von Biliobansiure oder einer isomeren 
Verbindung bei der Oxydation der Nitrohydroxamsaure mit Per- 
manganat liegt immerhin im Bereich des Moéglichen. 


2. Einwirkung von Schwefelsiure auf die Nitroaminosaure 
C,,H,,N,9,,- 

Biliansiure-oximlactam geht ebenso wie der diesem Oxim 
entsprechende Nitrosokérper C,,H,,N,O, bei linger dauernder 
Einwirkung von Salpetersiiure in einen farblosen Stoff iiber, dem 
die Formel C,,H,,N,0,, oder C,,H,,N,O,, zukommt. Fiir diesen 
Stoff ist von uns friiher eine Strukturformel mit unversehrtem 
Lactamring angenommen worden, in der letzten Mitteilung') haben 
wir aber gezeigt, daB der Kérper, wenn auch langsam, nach der 
van Slykeschen Methode Stickstoff entwickelt, also eine Amino- 
gruppe enthalten muB und somit sehr wahrscheinlich durch das 
Symbol IV zum Ausdruck kommt. Zu diesem Symbol ist zu 
bemerken, daB die Nitrogruppe sich mit Phenol und Schwefel- 
siure nicht nachweisen laBt, daB fiir diese Gruppe also dasselbe 
gilt, was oben (S. 89) beziiglich der ,,Nitrogruppe“ der Nitro- 
hydroxamsiure gesagt wurde. Auch ist hinsichtlich der Zahl der 
Wasserstoffatome fiir die Aminosaure eine endgiiltige Entscheidung 
noch nicht getroffen. Erwirmt man die Aminosiure mit konzen- 
trierter Schwefelsiure 10—20 Minuten auf dem Dampfbad, so 
entsteht ein neuer, gut krystallisierender Kérper, in dem wir auf 
Grund der Analysenresultate ein Kondensationsprodukt, entstanden 
aus 2 Molekiilen der Ausgangssubstanz durch Austritt von 
1 Molekiil Wasser, vermutet haben. Man konnte sich vorstellen, 


1) Diese Z. 189, 85 (1930). 
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daB in diesem Produkt die beiden Reste siureamidartig mit- 
einander verkniipft wiren; eine solche Verbindung miiBte 31,30°/, 
Carboxyl enthalten, die bei der Titration gefundenen Werte waren 
aber wesentlich héher. Vor allem aber entsprach der nach der 
van Slykeschen Methode erhaltene Stickstoffwert nicht der von 
der Theorie fiir einen siureamidartigen Kérper C,,H,,N,O,, ge- 
forderten Zahl, deutete vielmehr darauf hin, daB vielleicht nur 
eine isomere Verbindung C,,H,,N,O,, vorlag. Denn die Ausgangs- 
substanz lieferte bei dreistindiger Versuchsdauer nach van Slyke 
an Stickstoff etwa 92°/, der Theorie (ber. auf eine Aminogruppe 
der Formel C,,H,,N,O,,), das Schwefelsiurereaktionsprodukt ent- 
wickelte unter. den gleichen Bedingungen zwar weniger Stickstoff, 
immerhin aber doch 78°/, der Theorie; es war aber bestimmt 
noch nicht ganz rein, was sich schon durch eine stirkere Ver- 
firbung beim Trocknen bei 120° zu erkennen gab. Wir haben 
uns inzwischen bemiiht, das Produkt in reinerer Gestalt zu ge- 
winnen. Zuniichst wurde versucht, die konzentrierte Schwefelsiiure 
bei gewohnlicher Temperatur einwirken zu lassen, es findet aber 
unter diesen Bedingungen offenbar keine Verinderung der Amino- 
siure statt; ]4Bt man andererseits die Schwefelsiure lingere Zeit 
(1 Stunde) bei Dampfbadtemperatur reagieren, so entsteht ein noch 
weniger reines Produkt als bei kurzdauerndem Erhitzen. Wir 
haben deshalb die konzentrierte Schwefelsiiure durch eine mabig 
mit Wasser verdiinnte, etwa 90°/,ige, wie wir sie fiir Oxim- 
umlagerungen nach Beckmann-Wallach benutzen, ersetzt 
und so unter den unten niaher angegebenen Bedingungen einen 
ziemlich reinen Stoff erhalten, der nach mehrmaligem Umkrystal- 
lisieren aus 20°/,iger Essigsiure farblos war und sich auch beim 
Trocknen bei 120° kaum noch verfirbte. Analyse und Titration 
sprachen jetzt dafir, daB eine mit dem Ausgangsmaterial isomere 
Verbindung entstanden war. Isomerisationen sind schon wieder- 
holt in der Chemie der Gallensiuren beobachtet worden. So haben 
wir selbst beispielsweise je zwei verschiedene, ineinander iiber- 
fihrbare ,,Formen“ bei der Ketolactamtricarbonsiure C,,H,,NO, 
und beim Biliobansiurelactam C,,H,,.NO, beschrieben.') Man 
kann in diesen beiden Fallen an Stereoisomerie denken, aber 
auch andere Deutungen sind nicht ausgeschlossen. Das gleiche 
gilt fir den vorliegenden Fall. Bemerkt sei noch, daB sich eine 
Riickverwandlung des Schwefelsiurereaktionsproduktes (§-Saure) 
in die Ausgangssubstanz (¢-Siiure) bisher nicht hat erzielen lassen. 


1) Diese Z. 176, 187 (1928); 186, 271 (1930). 
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C-NO, O—-——C-NO 
ae a. 
HC C | H,C C 
| | c.f, -COOm | | - C,,H,,- COOH 
CH OC | CH gj 
Ph a ls all 
COOH C———CH, 'T CO C———CH, 
HON:C-OH CH CO COOH CH CO 
a 4 i 4 
Ho, OH, HH, OH, 
Nitrohydroxamsiiure, C,,H,,N,O,. Verbindung C,,H,,NO,. 
Oo——-——C ONO, 
i, in 
| HUC—N OC HC C 
| | | 'O,H,,-COOH | | | c,h, -cooH 
| CH OH ¢ CH C 
Y i ei 
co t——CH, Coon G-——cH, 
Ill IV 
NH, 
COOH CH CO COOH CH COOH 
Vu, UH, CH, OH, 
Verbindung C©,,H;,NQ,. Nitroaminosiiure, C,,H,,N,0,. 


| Beschreibung der Versuche. 
1. Die Herstellung des Kérpers C,,H,,N,O, geschah nach 


34*°2 

der friiher gegebenen Vorschrift.') 4g Nitrohydroxamsaure brachte 
man mit einer Lésung von 4 g Natriumcarbonat (Na,CO, + 2H,0) 
in 80 ccm Wasser zusammen und versetzte die etwas triibe, gelb 
gefarbte Fliissigkeit mit 200 ccm 1°/,iger waibriger KMnQ,- 
Lésung + 120 ccm Wasser. Es begann sehr bald die Reduktion 
des Permanganats, aber erst nach 21 —24 Stunden langem Stehen 
bei Raumtemperatur war vollstindige Entfirbung eingetreten. 
Nach Absaugen vom Manganschlamm wurde das klare, wasser- 
helle Filtrat mit Salzsiiure angesiuert, wobei sich der Geruch 
nach nitrosen Gasen bemerkbar machte und ein iiber die blaulich 
gefairbte Fliissigkeit gehaltener, mit Diphenylamin-Schwefelsiiure 
befeuchteter Glasstab sich blau firbte. Die durch Salzsiiure er- 
zeugte, ziemlich farblose Fallung saugte man am niichsten Tage 
ab, wusch sie mit Wasser aus und trocknete sie an der Luft 
auf Ton. Das noch nicht vollstindig trockene Material wurde 





') Diese Z. 181, 185 (1929). 
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dann aus Eisessig 3mal umkrystallisiert, wobei schéne, farblose, 
meist biischel- oder sternférmig aggregierte Nadeln oder diinne 
Prismen resultierten. Ausbeute (an 3 mal umkrystallisierter 
Substanz) 0,25 g. Die erste und zweite Eisessig—Mutterlauge 
wurde jedesmal durch Wasser gefillt, Weiterverarbeitung dieser 
Fallungen I und II vgl. unten. Beim Versuch, den Stoff aus 
Wasser umzukrystallisieren, erhielt man eine Gallerte. Das Ver- 
halten der Verbindung im Schmelzréhrchen ist das folgende: bei 
etwa 260° ist an einzelnen Stellen Braunfirbung und geringes 
Schiumen zu beobachten, die Zersetzung breitet sich aber nur 
allmihlich auf die iibrige Substanz aus, so daB diese in ihrer 
Gesamtheit erst bei 270° oder bei noch héherer Temperatur auf- 
schiumt. Fiir Analyse und Titration wurde das Material bei 
120° getrocknet. Bemerkt sei noch, daB die bei 120° getrocknete 
Verbindung an der Luft lebhaft Feuchtigkeit anzieht. A, B, C, D: 
Priparate verschiedener Darstellung. 

A. 0,1944 g Substanz lieferten 5,4 ccm N bei 19,59 und 746,3 mm Hg. 


B. 0,1051 g »  gaben 0,2406 g CO,, 0,0676 g H,O. 

0,1065¢ ,, »  0,2452 g CO,, 0,0693 g H,O. 

C. 0,1140 g - »  0,2622 g CO,, 0,0736 g H,O. 

D.01121g ,, » 02545 g CO,, 0,0709 g H,O. 
C,,H,,NO, Ber. 60,109, C 694% H 292% N 

C,,H,3 NO, » 62,18 7,18 3,02 


Gef. B. 62,45, 62,81, C. 62,75, D. 61,94°/, C 
» B. 7,20, 7,28, C. 7,22, D. 7,08 HA. 8,18°% N 


Fir die hohen Kohlenstoffwerte der Praparate B und C 
kénnen wir eine sichere Erklirung nicht geben, vielleicht war 
eine kohlenstoffreichere Substanz in geringer Menge beigemischt. 
Priparat D war wohl am reinsten, da es etwas verschwenderisch 
aus Kisessig umkrystallisiert worden war. — Die Titrationen 
(Priparate C und D) nahm man in der Weise vor, daB man die 
Substanz ohne Liésungs- oder Aufschwemmungsmittel mit Natron- 
lauge versetzte (Phenolphthalein), der Stoff ging dabei langsam 
in Lésung, namentlich die letzten Reste lésten sich schwer (Zer- 
driicken mit dem Glasstab), wodurch wohl die etwas hohen Carb- 
oxylwerte zum Teil ihre Erklarung finden. 


C. 0,1240 g Substanz verbrauchten 5,64 cem n/10-NaOH. 
D. 0,1228 g " it 5,58 cem n/10-NaOH. 
C,,H,,NO, Ber. zweibasisch 19,43 °/, COOH, dreibasisch 29,14 °/, COOH 
Gef. C. 20,47, D. 20,45 °/, COOH 


Eine Probe des stickstoffhaltigen Reaktionsproduktes (0,09 g) 
wurde mit 5°/,iger Natronlauge (4 ccm) 6 Minuten lang gekocht, 
die gelbe Lisung nach dem Erkalten mit Salzsiure versetzt und 

















Zur Kenntnis der Gallensiuren. 95 


die entstandene Fiallung wiederholt aus Wasser umkrystallisiert. 
Ks resultierten in sehr geringer Menge Krystalle, die in ihrer 
Form an Biliansiiure erinnerten und, an demselben Thermometer 
neben notorischer Biliansiure erhitzt, bei der gleichen Temperatur 
wie diese sich zersetzten (276—277°). — Ferner wurden die aus- 
titrierten Lésungen der Priparate C und D mit je 2,5 ccm 
22 °/,iger Natronlauge versetzt und die Fliissigkeiten 10 Minuten 
lang gekocht. Nach dem Erkalten fillte man mit Salzsiure; 
dabei machte sich der Geruch nach nitrosen Gasen bemerkbar 
und ein iiber die Fliissigkeit gehaltener, mit Diphenylamin— 
Schwefelsiure befeuchteter Glasstab wurde blau gefirbt. Die 
getrocknete Fiallung wurde in bekannter Weise oximiert, das 
Rohoxim nach dem Trocknen mit Salpetersaure (D. 1,4) behandelt?) 
und die entstandene blaue Lisung mit Wasser gefillt. Zwei- 
maliges Umkrystallisieren der Fiallung aus 70- oder 50°/,iger 
Essigsiure lieferte schéne, hellblau gefirbte, diinne Prismen, die 
ganz an den fir Biliansiure charakteristischen Nitrosokérper 
C,,H,,NO, erinnerten und auch bei derselben Temperatur (238°) 
wie dieser sich zersetzten. 

Die obenerwihnten Fallungen I und II enthielten zweifellos 
in der Hauptsache Biliansiure, es wollte aber nicht recht ge- 
lingen, durch einfaches Umkrystallisieren dieser Fillungen aus 
Wasser Biliansiure in ganz reiner Form zu isolieren. Die 
Fallungen wurden deshalb oximiert, das Rohoxim durch Salpeter- 
siure in den Nitrosokérper C,,H,,NO, verwandelt, der nach 
3 maligem Umkrystallisieren aus 70°/,iger Essigsiure mit tiber- 
schiissiger Natronlauge bei Raumtemperatur behandelt wurde. Die 
farblose Lésung fallte man mit Salzsiure und krystallisierte die 
Fallung aus Wasser um. Nach Krystallform und Zersetzungs- 
punkt (277°) lag nunmehr reine Biliansiure vor. Auch Analyse 
und Titration des bei 120° getrockneten Materials ergaben die 
von Biliansiure geforderten Werte. Bei der Titration (ohne 
Liésungs- oder Aufschwemmungsmittel) trat schnelle und glatte 
Lésung ein. 


0,1070 g Substanz gaben 0,2508 g CO,, 0,0720 g H,0. 
0,1098 g 1” verbrauchten 7,28 ccm n/10-NaOH. 


C,,H;,0, (dreibasisch) Ber. 63,97°/, C 7,61°/%, H 29,98 °/, COOH 
Gef. 63,82 7,53 29,85 

Bei einem Versuch wurde, wie immer, das Filtrat vom 

Manganschlamm (vgl. oben) mit Salzsiure gefillt und die Fallung 


1) Diese Z. 176, 187 (1928). 











96 M. Schenck und H. Kirchhof, Zur Kenntnis der Gallensiuren. 


am nichsten T'ag abgesaugt. Das Filtrat, mit dem Waschwasser 
vereinigt, schied beim langeren Stehen in geringer Menge schéne 
prismenférmige Krystalle aus, die, aus Wasser umkrystallisiert, 
unregelmiiBig begrenzte, breite Nadeln vom Zersetzungsp. 277° 
bildeten. Unsere Vermutung, daf es sich um Biliansiure handelte, 
wurde durch die Analyse des bei 120° getrockneten Stoffes nicht 
bestitigt, vielmehr entsprachen die Daten, wie bereits oben er- 
wihnt, der Zusammensetzung der Biliobansiure. Was fiir ein 
Kérper aber tatsiichlich entstanden war, laBt sich naturgemiB 
nicht mit Bestimmtheit sagen. 


0,1001 g Substanz gaben 0,2439 g CO,, 0,0715 g H,0. 


C.,H;,0, Ber. 63,97°/, C 7,61 °/, H 
C,,H5,0; » 66,33 7,89 
Gef. 66,47 7,99 


2. 1g der Nitroaminosiiure C,,H,,N,O,,') wurde mit 12 ccm?) 
etwa 90°/,iger Schwefelsiiure (durch Mischen von 20 ccm H,O 
mit 105 ccm konzentrierter H,SO, erhalten) 15 Minuten lang auf 
dem Dampfbad erhitzt; die Lésung farbte sich dabei nur wenig. 
Nach dem Erkalten goB man sie auf zerkleinertes Kis und 
krystallisierte die so erzeugte Fillung 3 mal aus 20°/,iger Essig- 
siure um. Ausbeute (nach dem 3maligen Umkrystallisieren) 
0,34 g. Die farblose Krystallisation bestand aus flachen Nadeln 
bzw. Blittchen. Zersetzungsp. 205°. Fiir Analyse und Titration 
(wie die anderen, in dieser Mitteilung erwihnten, ausgefiihrt) 
trocknete man bei 120° Die analytischen Daten stimmten am 
besten zu der Formel mit 34H-Atomen. I. und IL: Praparate 
verschiedener Darstellung. 

I. 0,1126 g Substanz gaben 0,2339 g CO,, 0,0678 g H,0O. 


Il. 0144g 3», »  0,2368 g CO,, 0,0683 g H,0. 
0,1101 g 7 » 0,2262 g CO,, 0,0655 g HO. 
0,1140 g " verbrauchten 8,72 cem n/10-NaOQH. 
0,1129 g ” - 8,72 eem n/10-NaOH. 
C,,H3,N,0,. (vierbasisch) Ber. 56,45°/, C  6,71°/, H 35,28°/, COOH 
C,,H,,N,O,, (vierbasisch)  ,, 56,23 7,08 35,14 


Gef. I. 56,67, II. 56,47, 56,05°/, C 
» IL. 6,74, IL 6,68, 6,66°/, H II. 34,48, 34,77°/, COOH 
Die Gabrielsche Reaktion mit Phenol und Schwefelsiiure 
fallt bei dem Schwefelsiiure-Reaktionsprodukt (f-Siure) negativ 
aus, ebenso wie bei der Ausgangs-Aminosiure («-Saure). 





!) Bereitung vgl. Diese Z. 181, 198 (1929). 
*) In der letzten Mitteilung [Diese Z. 189, 85 (1930)] muB es auf 
S. 95, Zeile 13 v. 0. statt 6 cem heiBen: 12 ccm. 
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